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1ZvVOD

Jedan od najznacajnijih alternativnih izvora energije je bioetanol kao obnovljivo i
ekoloski pogodno biogorivo. Trend proizvodnje 0vog goriva u svetu je rastuci, medutim u
Srbiji danas ne postoji organizovana proizvodnja i potroSnja bioetanola kao motornog
goriva, ¢ime se ukazuje na veliki znaCaj ispitivanja i optimizacije postupka njegove
proizvodnje. Cilj ove disertacije je razvijanje postupka dobijanja bioetanola iz kukuruza
pomocu slobodnih i imobilisanih ¢elija kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus.
Kao sirovine koris¢eni su kukuruzno brasno i kukuruzna Krupica, s obzirom da se zitarice
smatraju najperspektivnijim sirovinama za proizvodnju etanola u Srbiji.

Prvobitno je ispitivan proces dvojno-enzimske hidrolize koja je izvodena pomocu
enzima termostabilne a-amilaze Temamyl SC i glukoamilaze SAN Extra L. Izabrano je
kukuruzno brasno kao sirovina. Optimizacijom obe faze hidrolize (likvefakcije i
saharifikacije) kukuruznog brasna sa aspekta kranjeg prinosa glukoze i moguénosti daljeg
izvodenja faze alkoholne fermentacije, usvojeni su slede¢i optimalni parametri procesa:
hidromodul (odnos kukuruznog brasna i vode) 1:3, koncentracija enzima Termamyl SC od
0,02% (v/w) i koncentracija enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w).

Ispitivanjem  fermentativnih ~ sposobnosti  cetiri  razliite  vrste  kvasaca
(Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae var. ellipsoideus, S. carlsbergensis i
Schizosaccharomyces pombe) na hidrolizatu kukuruznog brasna, S. cerevisiae var.
ellipsoideus je pokazao najbolje fermentativne karakteristike, pa je koris¢en kao proizvodni
mikroorganizam. Ispitivana je alkoholna fermentacija hidrolizata kukuruznog brasna
pomocu slobodnog i imobilisanog kvasca, 1 to u:

- procesu odvojene saharifikacije i fermentacije (SHF) sa i bez dodatka aktivatora

kvasca (vitamina i minerala),

- procesu simultane saharifikacije i fermentacije (SSF) sa i bez dodatka
aktivatora kvasca, kao i sa i bez recirkulacije imobilisanog kvasca. U sistemu sa
slobodnim ¢elijama kvasca ispitivana je i primena predtretmana mikrotalasima i
ultrazvukom.

Tokom ispitivanja ovih procesa pracen je uticaj reakcionih uslova na promenu

sadrzaja etanola, koncentracije glukoze i1 broja celija kvasca, kao 1 ostalih procesnih

parametara: prinosa etanola, procenta od teorijskog sadrzaja etanola, volumetrijske



produktivnosti i potro$nje glukoze. Optimizacijom svakog od ovih procesa usvojeni su
slede¢i optimalni parametri: pocetna koncentracija glukoze, koli¢ina inokuluma i vreme
trajanja fermentacije, kao i temperatura izvodenja SSF procesa i najpogodniji aktivatori
kvasca i njihova koncentracija.

Utvrdeno je da je u proizvodnji etanola iz kukuruznog brasna pomocu slobodnih
¢elija kvasca ekonomski najpovoljniji 1 najefikasniji SSF proces bez dodatka aktivatora.
Takode, u sistemu sa slobodnim ¢elijama, primenom predtretmana ultrazvukom (60 °C, 2,5
min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC) i mikrotalasima (80 W, 2,5 min pre
i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC) ostvaren je porast sadrzaja etanola 9,31% i
13,45%, respektivno, u odnosu na kontrolni uzorak, nakon 32 h SSF procesa. Pri
optimalnim parametrima usvojenim za fermentaciju sa slobodnim i imobilisanim kvascem,
ustanovljeno je da su vise vrednosti sadrzaja etanola i drugih procesnih parametara
postignute u imobilisanom sistemu. Imobilisane ¢elije pokazale vecu tolerantnost prema
vi§im koncentracijama supstrata i proizvoda u odnosu na slobodne ¢elije kvasca. U toku
fermentacije sa recirkulacijom imobilisanog kvasca, celije imobilisane u Ca-alginatu su
ocuvale svoju aktivnost odnosno fizicku i hemijsku stabilnost u proizvodnji etanola tokom
3 dana, i nisu zapazena ogranicenja difuzije supstrata i proizvoda.

Sa aspekta smanjenja ukupnih troSkova proizvodnje i1 uStede energije, kao
optimalni postupak proizvodnje bioetanola iz kukuruznog brasna izabran je SSF proces
pomocu imobilisanih ¢elija kvasca i sa dodatkom mineralnih soli (ZnSO4-7H,O 0,3 g/l i
MgSQO,-7H,0 2 g/l) kao aktivatora kvasca, kada su postignuti sledeéi procesni parametri:
sadrzaj etanola od 10,23% (w/w), prinos etanola od 0,53 g/g, procenat od teorijskog
sadrzaja etanola od 94,11%, volumetrijska produktivnost od 2,13 g/I'h i potro$nja glukoze

od 98,92% nakon 48 h procesa.

Kljuéne reci: bioetanol, alternativno gorivo, kukuruz, dvojno-enzimska hidroliza,
amilaza, glukoamilaza, alkoholna fermentacija, kvasac Saccharomyces cerevisisae var.
ellipsoideus, simultana saharifikacija i fermentacija (SSF), aktivatori kvasca, mikrotalasi,

ultrazvuk, imobilizacija, recirkulacija, Ca-alginat.



ABSTRACT

One of the most important alternative energy resources is bioethanol which is a
renewable and ecologically favorable biofuel. The trend of bioethanol production in the
world is increasable, but in Serbia there is no organized production and consumption of
bioethanol as a motor fuel, hereby emphasizing the great importance of investigation and
optimization of its production process. The aim of this thesis was to investigate the
bioethanol production from corn by free and immobilized cells of Saccharomyces
cerevisisae var. ellipsoideus yeast. Taking into consideration that cereals are the most
promising feedstocks in Serbia, the corn meal and corn semolina have been used as
feedstocks in this work.

The two-step hydrolysis with thermostable o-amylase Termamyl SC and
glucoamylase SAN Extra L was initially investigated. The corn meal was chosen as an
optimal feedstock. By optimization of both hydrolysis phases (liquefaction and
saccharification) of corn meal from the point of final glucose yield and suitability for
further ethanol fermentation, the following parameters were selected as optimal:
hidromodul (weight ratio of corn meal and water) 1:3, the concentration of enzyme
Termamyl SC of 0.02% (v/w) and concentration of enzyme SAN Extra L of 0.12% (v/w).

In this thesis the yeast Saccharomyces cerevisisae var. ellipsoideus was used since
it was found to be the most superior among four tested yeasts: S. cerevisiae, S. cerevisiae
var. ellipsoideus, S. carlsbergensis and Schizosaccharomyces pombe concerning its
fermentative characteristics. The ethanol fermentation of corn meal hydrolyzates by free
and immobilized yeast cells was investigated in the following processes:

- separated hydrolysis and fermentation (SHF) with and without yeast activators,

- simultaneous saccharification and fermentation (SSF) with and without yeast

activators, as well as with and without immobilized yeast recirculation. In the
free cells system the application of microwaves and ultrasound as a
pretreatments was investigated.

In all these processes the effect of process conditions on ethanol and glucose
concentration, and on the number of yeast cells, as well as on other parameters such as:
ethanol yield, percentage of theoretical ethanol yield, volumetric productivity and glucose



consumption was investigated and analyzed. The initial glucose and inoculum
concentration and the time required for the efficient ethanol production were optimized for
each process mentioned above, as well as temperature and the type and concentration of
the most appropriate yeast activators.

Economically most favorable and most efficient process for bioethanol production
in free cell system was SSF process without yeast activators. Also, an increase of ethanol
concentration of 9.31% and 13.45% over untreated control sample was achieved after 32 h
of SSF process using ultrasound (60 °C, 2.5 min before and 2.5 min after addition of
enzyme Termamyl SC) and microwave (80 W, 2.5 min before and 2.5 min after addition of
enzyme Termamyl SC) pretreatments, respectively. Under the optimal conditions, it was
shown that higher values of ethanol concentration and other process parameters were
achieved in immobilized system, compared to cell free system. Also, it was demonstrated
that immobilized cells exhibited an elevated tolerance to higher substrate and product
concentrations compared to the free cells. During ethanol production with yeast
recirculation, the yeast cells entrapped in Ca-alginate showed good physical and chemical
stability after 3 days, and no substrate and product diffusion restrictions were noticed.

In order to decrease total production costs and save energy, the SSF process of corn
meal by immobilized yeast and with yeast activators (ZnSO4,7H,O 0.3 ¢/l and
MgSQO,-7H,0 2 g/l) was chosen to be an optimal process mode for bioethanol production.
In this case the ethanol concentration of 10.23% wi/w, the ethanol yield of 0.53 g/g,
percentage of the theoretical ethanol yield of 94.1%, the volumetric productivity of 2.13

g/I'h and glucose consumption of 98.92% were achieved after 48 h of the process.

Key words: bioethanol, alternative fuel, corn, two-step hydrolysis, amylase,
glucoamylase, alcoholic fermentation, yeast Saccharomyces cerevisisae var. ellipsoideus,
simultaneous saccharification and fermentation (SSF), yeast activators, microwaves,

ultrasound, immobilization, recirculation, Ca-alginate.
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UuvoD

Svetsko drustvo je danas suoceno sa kompleksnim ekonomskim i ekoloSkim
pitanjima koja se odnose na potroSnju i primenu energije. Usled rasta populacije i
znacajnog industrijskog i privrednog razvoja dolazi do neprekidnog porasta potro$nje
energije u njenim razli¢itim oblicima, uprkos znatnom povecanju cene energije
poslednjih godina i znacajnim negativnim uticajima na Zivotnu sredinu. U XX veku
svetska potroSnja energije je povecana Cak 17 puta. Zbog ogranicenosti i iscrpljenosti
konvencionalnih izvora energije, kao $to su fosilna goriva, neophodno je preduzeti krupne
korake u sprovodenju planova odrzivog razvoja koji obezbeduju racionalno koriséenje
postojeéih energetskih resursa, kao i pronalazenje novih, obnovljivih (alternativnih) izvora
energije. Jedan od znacajnih alternativnih izvora energije je bioetanol koji predstavlja
obnovljivo i ekoloski pogodno biogorivo, odnosno biodegradibilan izvor energije koji
obezbeduje odrzivi razvoj [1, 2].

Svetska proizvodnja etanola u 2007. god. iznosila je oko 50 milijardi litara, a od
2000. godine dolazi do postepenog porasta ukupne proizvodnje (prema dugoro¢noj proceni
svetska proizvodnja bioetanola bi bila oko 80 milijardi litara u 2010. godini) [3]. Razlozi
za svetski trend povecanja koriS¢enja bioetanola kao goriva su: velika raspolozivost
biomase kao sirovine za proizvodnju etanola, manji negativni efekti na zivotnu sredinu od
efekata koje imaju fosilna goriva (smanjenje emisije CO,), pozitivan neto energetski bilans
(energija koja je sadrzana u toni etanola veca je od energije potrebne da se ona proizvede),
smanjenje zavisnosti od uvoza nafte i njenih derivata u zemljama koje ne proizvode naftu,
povecanje stope zaposlenosti, razvijanje ruralnih zajednica itd. Bioetanol se moze
proizvesti hemijskom sintezom ili fermentacijom.Od ukupne proizvodnje etanola u svetu
preko 60% se proizvodi putem fermentacije [2, 4, 5]. Ovo biogorivo se moze koristiti kao
Cist etanol (u posebno konstruisanim motorima) ili kao dodatak motornom benzinu [6].

Bioetanol se moze dobiti iz razli¢itih sirovina: $ecernih, skrobnih, lignoceluloznih
sirovina i nus proizvoda raznih tehnologija. Da bi proizvodnja etanola biotehnoloskim
putem bila ekonomicna, potrebno je koristiti sirovinu koja je dovoljno jeftina i daje

zadovoljavajuéi prinos etanola u §to jednostavnijem procesu. Zitarice, a posebno
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kukuruz, se smatraju najperspektivnijim sirovinama za proizvodnju etanola u Srbiji. U
postupku proizvodnje bioetanola, skrobne sirovine se prethodno enzimski tretiraju u
dve uzastopne faze hidrolize (likvefakcija i saharifikacija) pomoc¢u amilolitickih
enzima: a-amilaze i glukoamilaze. Nakon ove faze vr$i se fermentacija Secera, koja se
u klasi¢nim postupcima izvodi pomocu kvasaca (najceS¢e iz roda Saccharomyces), a
mogu se koristiti 1 odredene bakterije. Alkoholna fermentacija moze se izvoditi pomocu
slobodnih i imobilisanih ¢elija. Poslednjih godina, veliku paznju upravo je privukla
imobilizacija ¢elija kvasca s obzirom na prednosti koje ima u odnosu na slobodne
¢elijske sisteme, a to su stabilnost kvasca, povecanje prinosa etanola i produktivnosti,
mogucénost eliminacije inhibicije proizvodom i substratom itd. [7].

U Evropskoj Uniji proizvodnja bioetanola se posebno podstice donoSenjem
direktive o koris¢enju biogoriva (Direktiva 2003/30/EC) kojom se obavezuju zemlje
Clanice da proizvedu ili obezbede na trziStu minimalne koli¢ine biogoriva kojim bi se
zadovoljili ciljevi da se do kraja 2005. godine obezbedi zamena od 2% fosilnih goriva, a do
kraja 2010. od 5,75% mereno u odnosu na sadrzaj energije. Ova direktiva je u skladu sa
Kjoto sporazumom potpisanim 1997. godine sa ciljem da se smanji emisija gasova koji
doprinose efektu staklene baste [8]. U Srbiji danas ne postoji organizovana proizvodnja i
potro$nja bioetanola kao motornog goriva (iako je Srbija uvoznik znaajnog dela svoje
potro$nje motornih goriva), i pored toga Sto poseduje neophodan preduslov, a to je
raspolozivost obnovljivim sirovinama tj. biomasom. Za proizvodnju energije Kkoristi se
svega oko 1,5% ukupne godi$nje proizvodnje biomase, ali postoje odredeni trendovi i
drzavne aktivnosti koje podrzavaju i promovisu efikasnije koris¢enje energije biomase [9].
U Srbiji postoji teznja ka prikljucenju globalnom projektu podsticanja proizvodnje
bioetanola. Medutim, zbog velikih troskova samog procesa neophodno je intenzivno raditi
na optimizaciji i usavrSavanju postupaka proizvodnje na ¢emu je i baziran najveci broj
naucno-istrazivackih inicijativa.

Cilj ove disertacije je razvijanje postupka dobijanja bioetanola kao alternativnog
goriva iz kukuruza pomocu slobodnih i imobilisanih ¢elija kvasca Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoideus. U prvom delu eksperimentalnog rada vrSena je optimizacija
procesa dvojno-enzimske hidrolize koja je izvodena pomocéu enzima termostabilne a-
amilaze Temamyl SC i glukoamilaze SAN Extra L. Kao sirovine kori$¢eni su kukuruzno

brasno i1 kukuruzna krupica. Pocetna koncentracija supstrata i pocetna koncentracija



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

enzima su optimizovani za obe faze enzimske hidrolize sa aspekta kranjeg prinosa glukoze
i moguénosti daljeg izvodenja faze alkoholne fermentacije, u cilju dobijanja $to veceg
prinosa etanola kao krajnjeg proizvoda. Ispitana je primena predtretmana sirovine,
dejstvom ultrazvucnih talasa i mikrotalasa, koji pospesuju razaranje skrobnih zrnaca a
samim tim obezbeduju i efikasnije izvodenje enzimske hidrolize. Pri utvrdenim
optimalnim parametrima definisana je kinetika reakcije dvojno-enzimske hidrolize.

U drugom delu eksperimentalnog rada vrsena je optimizacija procesa alkoholne
fermentacije dobijenih kukuruznih hidrolizata. Ispitane su fermentativne karakteristike
kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus, s obzirom da se u klasi¢nim
postupcima dobijanja etanola koristi kvasac gornjeg vrenja Saccharomyces cerevisiae.
Reakcioni uslovi, kao $to su pocetna koncentracija glukoze, pocetna koncentracija
inokuluma i vreme trajanja fermentacije su optimizovani u cilju dobijanja $to veéeg
prinosa etanola. Praden je uticaj reakcionih uslova na promenu sadrzaja etanola,
koncentracije glukoze i broja celija kvasca. Koris¢ene su slobodne i imobilisane celije
kvasca i izvrSeno je poredenje osnovnih procesnih parametara kako bi se odredilo koji je
sistem superorniji. Kod imobilisanog sistema ispitana je mogucnost recirkulacije kvasca.
Radi povecanja sadrzaja etanola i produktivnosti samog procesa ispitano je i obogacivanje
hidrolizata, kao fermentacionog medijuma, dodatkom odredenih aktivatora kvasca
(vitamina i mineralnih soli), i u slobodnom i imobilisanom sistemu. U cilju dobijanja veéeg
prinosa etanola, kao i poboljsanja ekonomike procesa sa aspekta potroSnje energije i
ukupne duzine trajanja procesa, ispitan je proces simultane saharifikacije i fermentacije
(SSF proces). Pri odredenim optimalnim parametrima definisana je kinetika procesa

alkoholne fermentacije.
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1. ZNACAJ BIOETANOLA KAO GORIVA

1.1. PROIZVODNJA I POTROSNJA ENERGIJE

Energija u uzem smislu podrazumeva sposobnost sistema (masine) da izvrsi rad
ili proizvede drugi oblik energije. U najopstijem smislu, energija je jedan od oblika
postojanja (egzistencije) materije. Tehno-fizicki gledano energija se javlja u razli¢itim
oblicima, kao §to su mehanicka, toplotna, elektri¢na, svetlosna, hemijska i nuklearna
energija [10]. Energija predstavlja jedan od najvaznijih ¢inilaca razvoja i
funkcionisanja privrede i druStva, osnovni pokreta¢ i deo svih ljudskih aktivnosti.
Raspolozivost energetskih izvora, koriS¢enje postoje¢ih i pronalazenje novih izvora
energije, racionalna transformacija u finalne oblike potro$nje, stabilnost i sigurnost
upotrebe presudno uticu na dinamiku razvoja i rasta privrede, drustva i sveta u celini.
Samim tim, kako bi se omogucio predviden privredni razvoj razvojna energetska
politika svake zemlje treba da se usmeri ka obezbedivanju sigurnih i dovoljnih koli¢ina
energije, uz Sto nize troSkove i primenu mera i aktivnosti racionalnog koris¢enja
energije. Kroz istoriju, a i u sada$njosti, zbog borbe oko pojedinih energetskih izvora
dolazi do brojnih sukoba i ratova, a energetske krize su dovodile do poremecaja i kriza
na globalnom nivou. O znafaju energije govori i ¢injenica da su se industrijske
revolucije pre svega razlikovale po otkri¢ima i primeni novih izvora energije. Prva
industrijska revolucija po otkri¢u i primeni vodene pare, druga po otkri¢u i primeni
nafte i elektricne energije, i treca pored otkri¢éa i primene nuklearne energije i po
usavr$avanju postojecih izvora energije [11].

Energija se moze podeliti na primarnu i sekundarnu (korisnu) energiju. Primarna
energija se javlja u vidu obnovljivih (biomasa, energija vetra, solarna energija,
hidroenergija i geotermalna energija) i neobnovljivih (ugalj, prirodni gas, nafta i njeni
derivati i nuklearna energija) izvora energije. Sekundarna energija dobija se
konverzijom ili transformacijom iz primarne energije ili drugih formi u elektri¢cnu

energiju, hidro i rafinacijske naftne proizvode [12].
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U tabeli 1.1. prikazana je struktura proizvodnje primarne energije u svetu u periodu
od 1960-2005. god., kao i projekcija te strukture u 2020. godini [12, 13].

Tabela 1.1. Struktura proizvodnje primarne energije u svetu [12, 13]

Vrsta izvora 1960 1973 2005 2020
Gten | % | Gten % | Gten % |Gten| %
Ugalj 1,39 (42,2 | 150 | 244 | 289 | 253 | 3,35 | 25
Nafta 1,00 30,1 | 2,83 | 46,2 | 4,00 | 35,0 | 3,74 | 27,94
Prirodni gas 032 | 9,7 | 098 | 16,0 | 2,37 | 20,7 | 3,15 | 23,53
Nuklearna energija 0 0 |0,05| 09 | 0,72 | 6,30 | 0,89 | 6,62
Hidroelektri¢na energija | 0,14 | 4,2 | 0,11 | 1,80 | 0,25 | 2,20 | 0,69 | 5,15
Obnovljivi izvori energije | 0,45 | 13,8 | 0,65 | 10,70 | 1,21 | 10,50 | 1,58 | 11,76
Ukupno 3,3 | 100 | 6,13 | 100 | 11,44 | 100 | 13,4 | 100

(ten - tona ekvivalentne nafte, 1 ten = 4,1868-10'°J)

Struktura primarne svetske proizvodnje prema energetskim izvorima ukazuje na
okretanje ka Cistijim, obnovljivim energetskim izvorima, kao i prirodnom gasu, odnosno
smanjenju uceS¢a konvencionalnih energetskih izvora. Primat u primarnoj proizvodnji i
dalje ima nafta, ali je porast proizvodnje najvise ostvaren kod prirodnog gasa. U Srbiji, u
2004. godini, ukupna proizvodnja primarne energije iznosila je 13,56 Mten, a proizvodnja
finalne energije 7,61 Mten. U periodu posle 2000. godine, nakon velikih oscilacija u
kretanju energetske proizvodnje uslovljenih teskom ekonomskom situacijom u zemlji,
doslo je do porasta proizvodnje 1 potroSnje primarne 1 finalne energije, ali jo§ uvek nije
dostignut nivo proizvodnje iz 1990. godine od 25 Mten. Struktura primarne energetske
proizvodnje u naSoj zemlji ukazuje na dominatno uce$é¢e uglja od oko 80% [12].
Obnovljivi izvori energije predstavljaju perspektivne izvore u naSoj zemlji, ali za sada
nemaju veci znacaj u ukupnom energetskom bilansu zemlje [14]. Po pitanju energenata
Srbija je zavisna od uvoza, posebno kada su u pitanju te¢na goriva. Smatra se da ¢e uvoz i
dalje rasti ukoliko se politikom Vlade u oblasti energetike ne stvore uslovi za smanjenje

uvoza, 1 to pre svega stimulacijom koriS¢enja preostalih domacih energetskih resursa,

koris¢enjem obnovljivih izvora energije i povecanjem energetske efikasnosti [15].
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Usled znacajnog industrijskog i privrednog razvoja, porasta broja stanovnistva i
naglog razvoja drustva uopste, doslo je do znac¢ajnog porasta potro$nje energije uprkos
izrazenim negativnim uticajima na zivotnu sredinu. Od kraja XIX veka potro$nja
energije je rasla po relativno visokim stopama rasta. U periodu od 1870. do 1970. godine
potros$nja energije je povecana 32 puta sa prose¢nom stopom rasta od 3,5% [12]. Ovakvo
stanje je dovelo do brzog iscrpljivanja pronadenih energetskih izvora, odnosno do
intenzivnog istrazivanja i eksploatacije novih energetskih resursa. Tu je i doprinos
"energetske krize" jer je omogudila intenzivan razvoj politike racionalnog korisc¢enja i
Stednje energije, kao i prestruktuiranje potro$nje uz znacajan razvoj istrazivanja i ulaganja
u energetsku privredu u mnogim zemljama sveta.

Na slici 1.1. prikazan je hronoloski porast potro$nje energije u svetu u periodu od

1980. do 2006. godine [16].
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Slika 1.1. Svetska potro$nja primarne energije u periodu 1980-2006. god. [16]
(1 Btu = 1055,06 MJ = 2,52- 10® Mten )

Ukupna svetska potrosnja energije u 2006. godini iznosila je 47210 Btu, odnosno
11,9 Gten. Analiza energetskih resursa zemalja u svetu ukazuje da 79% Covecanstva Zivi u
delu sveta u razvoju raspolazu¢i sa 30% globalne potroSnje energije, dok vise od 2

milijarde ljudi u svim regionima ne raspolaze energijom, ¢ak ni za svoje potrebe. Da bi
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danasnja svetska populacija imala istu prose¢nu potro$nju energije po stanovniku, svetska
proizvodnja energije treba da se poveca Cetiri puta [11]. Razvijene zemlje, ukljucujuéi i
zemlje van OECD-a (,,The Organization for Economic Cooperation and Development®),
trose oko 60% ukupne energije u svetu, a u ukupnoj strukturi stanovnistva ¢ine samo oko
25%. Zemlje u razvoju danas troSe oko 40% od ukupne svetske potro$nje energije. Naime,
najveci porast energetske potroSnje ostvaren je u Kini — prosecna godiSnja stopa rasta
iznosi 5,55% u poslednjih 25 godina. U 2004. godini potrosnja finalne energije u svetu
imala je sledecu strukturu po sektorima — industrija 41,4%, transport 1,8% i ostali sektori
Siroke potrosnje 56,8% [13]. Upravo zbog ovakvog stanja u svetskoj potroSnji energije
koris¢enje Cistijih, obnovljivih izvora energije treba da oblikuje buduéi razvoj energetike 1
drustva. Ukupna svetska potroSnja obnovljivih izvora energije u 2007. godini iznosila je
1,23 Gten [13], a procenjuje se da ¢e energetske potrebe u 2050. god. biti oko 20 Gten
[12].

Na osnovu podataka Americke administracije za energetske informacije o raspodeli
potrosnje energije po tipu, prikazanih na slici 1.2., moze se videti da iako se ocekuje
znaCajan porast potro$nje energije iz obnovljivih izvora predviden je ipak brzi porast
potroS$nje energije iz neobnovljivih izvora, kao $to su nafta, ugalj i prirodni gas. Podaci
jasno ukazuju da ¢e i1 u periodu do 2030. godine najznacajniji izvor energije biti sirova

nafta [4].
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Slika 1.2. Svetska potroSnja energije po tipu energije za period 1980-2030. god. [4]
Analiza uc¢e$ca pojedinih energenta u potroSnji primarne energije u Srbiji, u periodu
od 1990. god. do danas, ukazuje na to da najveci udeo ima ugalj, zatim nafta, prirodni gas,

a najmanji hidroenergija [12]. Ukoliko se razmatra potros$nja finalne energije po vrstama
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moze se re¢i da u Srbiji primat imaju te¢na goriva, zatim elektri¢na energija, gasovita
goriva i na kraju ¢vrsta goriva. U 2004. godini ukupna potro$nja finalne energije iznosila je
7,31 Mten, sa sledeCom strukturom — te¢na goriva 38,11%, elektricna energija 29,17%,
gasovita goriva 20,50% i ¢vrsta goriva 12,22% [12].

Srbija raspolaze znacajnim potencijalima obnovljivih energetskih izvora, ali su oni
jos uvek na nivou niskog stepena, odnosno stepena lokalnog korisé¢enja. Ukupan energetski
potencijal svih obnovljivih izvora energije u Srbiji je oko 3 Mten godisSnje, pri ¢emu
obnovljiva poljoprivredna i Sumska biomasa predstavlja 80% od ukupne obnovljive
energije. U tabeli 1.2. prikazan je energetski potencijal biomase u Srbiji koji iznosi oko
108.000 TJ godisnje (odnosno 2,58 Mten) [12]. Od te koli¢ine 65.000 TJ (~1,68 Mten)
godisnje predstavlja energetski potencijal od poljoprivredne biomase, dok je oko 43.000 TJ
(~1,0 Mten) godiSnje energetski potencijal Sumske biomase. Od navedenih potencijala
trenutno se za proizvodnju energije koristi svega oko 1,5% ukupne godiSnje proizvodnje
biomase, ali postoje odredeni trendovi i drzavne aktivnosti koje podrzavaju i promovisu
efikasnije koriS¢enje biomase. Naime, u 2001. god. drzava je usvojila plan nacionalne
energetske efikasnosti koji promovise koriS¢enje obnovljivih izvora energije. Jedan od
postavljenih prioriteta je povecanje koris¢enja energije biomase sa tadasnjih 1% na 4,5%
do 2010. godine, kao i povecanje energetske efikasnosti za 20% do 2010. godine [15]. Ovi

prioriteti su ugradeni i u nacionalni Zakon o energiji koji je usvojen 2004. godine [9].

Tabela 1.2. Prosecan energetski potencijal biomase u Srbiji [12]

Energetski Ukupno,
vrsta Struktura potencijal, TJ/god TJ/god
drvo za grejanje 10.000
. drvni Sumski otpad 23.000
drvna biomasa drvni otpad iz industrije 2.800 42.500
vanstatisticka seca 6.700
poljoprivredna | ratarstvo 40.000 65.000
biomasa voc¢njaci i vinogradi 25.000
Ukupno 107.500

Na osnovu svega recenog moze se videti da se svet susrece sa rastu¢im trendom
potrosnje i potrebe energije, kao posledice demografske ekspanzije i privrednog razvoja. S

obzirom na to da su klasi¢na fosilna goriva iscrpljiva i da negativno uti¢u na Zivotne
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sredinu, neophodno je poStovati koncept odrzivog razvoja koji obezbeduje povecanje
racionalnog koriS¢enja postojeCih energetskih resursa, kao i pronalazenje obnovljivih,
alternativnih izvora energije. Medu alternativnim izvorima energije znacajno mesto
zauzimaju biogoriva, medu kojima je znacajan bioetanol kao obnovljivo i ekoloski
pogodno gorivo namenjeno za supstituciju motornog benzina. Razlozi koji utiCu na
povecanje koriS¢enja biogoriva su: neprekidni porast potrosnje energije do 2030. godine, a
naroc¢ito u sektoru transporta, visok porast cena sirove nafte, politicka nestabilnost u
zemljama koje su veliki proizvodaci sirove nafte, dominatna primena motora sa
unutras$njim sagorevanjem, i kompatibilnost biogoriva sa distributivnom mrezom motornih
goriva, kao i pozitivan ekoloski aspekt (smanjenje efekta staklene baste) kao jedan od

vodecih aspekata i u buducnosti.

1.2. PROIZVODNJA BIOETANOLA KAO GORIVA U SVETU | KOD NAS -
STANJE | PERSPEKTIVE

Pod gorivom se podrazumeva sagorljiva supstancija koja pri hemijskoj reakciji
oksidacije, ili nukearnoj reakciji fisije ili fuzije atomskog jezgra, oslobada toplotu [17].
Biogoriva predstavljaju te¢na ili ¢vrsta goriva koja se mogu proizvesti iz biomase i
generalno imaju pozitivne efekte na zastitu zivotne sredine (smanjuju emisiju CO7). U
odnosu na konvencionalna goriva koja su po hemijskom sastavu uglavhom
ugljovodonici, biogoriva imaju zastupljeno manje ili viSe kiseonika pa se jo$ nazivaju i
oksigenovana goriva (oksigenatori). Bioetanol je jedan od znacajnih alternativnih,
obnovljivih izvora energije koji spada u biogoriva (pored biodizela, biometanola i dr.).
Dobija se fermentacijom iz obnovljivih sirovina, ta¢nije fermentacijom Secera prisutnih
u biomasi ili SeCera dobijenih prethodnom enzimskom konverzijom sastojaka biomase.
Znacajan je supstituent fosilnog goriva i u mnogim zemljama se ve¢ koristi kao dodatak
motornom benzinu, te je svrstan u strateske sirovine.

Osnovna namena etanola moZze se svrstati u tri oblasti: a) za koris¢enje u
industriji kao sirovina ili rastvara¢, b) za proizvodnju alkoholnih pica, i ¢) kao gorivo

(slika 1.3.) [5]. Najstariju tradiciju ima proizvodnja etanola za alkoholna pica, a
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najveca po kapacitetu u svetu je proizvodnja etanola kao goriva [4]. U 2007. godini,
73% od ukupno proizvedenog etanola u svetu koristilo se za gorivo, 17% za alkoholna pica

I 10% u industrijske svrhe [18]. Etanol se moze proizvesti hemijskom sintezom ili

fermentacijom. Od ukupne proizvodnje etanola u svetu preko 60% se proizvodi putem

Svetska proizvodnja etanola za razlic¢ite namene
(miliona litara)

fermentacije [19].

0]
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Industrijald] | Alkoholna pi¢a W

Slika 1.3. Obim svetske proizvodnje bioetanola za razli¢ite namene [5]

Naime, ideja o primeni etanola kao biogoriva nije nova. KoriS¢enje etanola kao
goriva zapoceto je jo§ 1860. godine kada je izumitelj motora Nikolaus Otto konstruisao
Cetvorotaktni motor sa pogonom na etanol. Henry Ford je 1880. god. u jedan od svojih
prvih automobila (,,kvadricikl*) ugradio motor takode sa pogonom na etanol. Etanol kao
gorivo Koristio je i kasnije kod popularne T-serije njegovih automobila koji su proizvedeni
u 15 miliona primeraka u periodu od 1908. do 1927. god. Pre taéno 100 godina, davne
1908. godine, Henry Ford je ve¢ uvideo moguénost koris¢enja biomase u proizvodnji
bioetanola i znacaj njegove primene kao goriva $to pokazuje i ovaj citat: ,,Mozemo dobiti
gorivo iz voca, iz biljke sumah kraj puta, ili iz jabuka, korova, strugotine; skoro iz bilo

cega...i ostaje na nekom da pronade kako se ovo gorivo moze proizvesti komercijalno -
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bolje gorivo po boljoj ceni nego $to to znamo danas® (,,We can get fuel from fruit, from the
sumac by the roadside, or from apples, weeds, sawdust; almost anything...and it remains
for someone to find how this fuel can be produced commercially - better fuel at a better
price than we now know*) [20]. Postavlja se pitanje - da li je tokom proslog veka zaista
izvrSen znacajan napredak i u pronalaZenju novih distijih tehnologija 1 u zastiti Zivotne
sredine? Da li se poCelo na vreme s obzirom na to da je stanje u potroSnji energije,
zagadenja zivotne sredine i porasta populacije ve¢ alarmantno? Etanol su kasnije potisnula
jeftina goriva na bazi nafte koja su imala dominaciju sve do pojave naftne krize. U periodu
naftnih kriza koristio se gashol koji je meSavina 10% etanola i 90% benzina.
Stabilizacijom svetskog trziSta etanol je ponovo potisnut izuzev kod zemalja sa jeftinom
Se¢ernom sirovinom, kakav je sluc¢aj u Brazilu. Sustinski obrt u odnosu na etanol se desava
poslednjih godina kada se sve viSe pooStravaju zakonski propisi u pogledu emisije
izduvnih gasova, i kada je dominantan ekoloski aspekt primene bioetanola kao goriva.

U tabeli 1.3. je prikazana proizvodnja bioetanola u pojedinim zemljama sveta
(prvih 15 najvecih proizvodaca) u periodu od 2004. do 2007. godine [21, 22]. Kao §to se
moze videti u tabeli 1.3. i na slici 1.3., svetska proizvodnja etanola je u 2007. godini
iznosila oko 50 milijardi litara. Od 2000. god. dolazi do postepenog porasta ukupne
proizvodnje, a prema dugoro¢noj proceni svetska proizvodnja bioetanola bi bila oko 80 Gl
u 2010. godini (slika 1.3.) [5]. Ukupna proizvodnja etanola u 2006. god iznosila je oko 46
Gl, od cega oko 33 Gl etanola se koristilo kao gorivo, a ostatak za alkoholna pica i u
industriji. Ova koli¢ina etanola kao goriva predstavljala je 2% od tadas$nje ukupne
potros$nje benzina u svetu [23].

Glavni proizvodjaci etanola u svetu u 2007. godini su Brazil i SAD, koji zajedno
proizvode 88% od ukupne svetske proizvodnje (tabela 1.3.) [21, 22]. Pre oko 10 godina
svega nekoliko zemalja je proizvodilo etanol za gorivo. U 2003. godini broj zemalja u
svetu koje prozvode etanol kao gorivo se povecao na 13, a prema predvidanjima oc¢ekuju
se znaajne investicije u nova postrojenja u Americi, Evropskoj Uniji kao i u Indiji,

Tajlandu, Kini, Australiji i Japanu [5].

Tabela 1.3. Proizvodnja bioetanola u pojedinim zemljama sveta (TOP 15) u periodu od
2004. do 2007. godine [21, 22]
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Ukupna proizvodnja bioetanola, miliona litara/god
Rang Zemlja 2004 | 2005 | 2006 | Rang | Zemlja/Region 2007
1 SAD 13.380 | 16.142 | 18.378 1 SAD 24.600
2 Brazil 15.100 | 16.000 | 17.000 2 Brazil 19.000
3 Kina 3.650 | 3.800 | 3.850 3 EU 2.160
4 Indija 1.749 | 1.700 | 1.900 4 Kina 1.840
Francuska 829 908 950 5 Kanada 800
6 Nemacka 269 432 765 6 Tajland 300
7 Rusija 750 750 647 7 Kolumbija 284
8 Kanada 231 230 579 8 Indija 200
9 Spanija 300 352 462 9 Centralna Amerika | 150
10 Juzna Afrika 416 390 386 10 Australija 100
11 Tajland 280 300 352 11 Turska 60
12 Velika Britanija 401 348 280 12 Pakistan 35
13 Ukrajna 250 246 269 13 Peru 30
14 Poljska 200 219 250 14 Argentina 19
15 | Saudijska Arabija | 300 121 197 15 Paragvaj 18
Ukupno 38.105 | 41.938 | 46.265 Ukupno 49.596

Razlozi za svetski trend povecanja koriS¢enja bioetanola kao goriva su: velika

raspolozivost biomase kao sirovine za proizvodnju etanola, manji negativni efekati na

zivotnu sredinu od efekata koje imaju naftna goriva ili iz nafte izvedeni dodaci gorivima

(smanjenje emisije CO;), smanjenje zavisnosti od uvoza nafte i njenih derivata u zemljama

koje ne proizvode naftu, povecanje stope zaposlenosti, razvijanje ruralnih zajednica itd.

[4]. Jedan od razloga je i $to etanol ima pozitivan neto energetski bilans, odnosno energija

koja je sadrzana u toni etanola vecéa je od energije potrebne da se ona proizvede [5]. Prema

podacima koje je Grassi [24] prikazao u svom radu odnos energije output-a i input-a za

proces proizvodnje bioetanola iz kukuruza iznosi 1,30, Sto znaci da za svaku jedinicu

energije unete u proces dobija se 30% energije vise. Ukoliko se kao sirovina koristi Secerna

trska taj odnos je mnogo veci, u opsegu od 2,5-10,2. Za benzin odnos energije output/input
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je 0,805 (za svaku jedinicu energije koja se iskoristi za prozvodnju benzina dobija se
19,5% manje energije - negativan neto energetski bilans). [20].

U tekstu koji sledi najviSe paznje posveceno je Sjedinjenim Americkim Drzavama
(SAD) i Brazilu, kao najve¢im proizvodacima i potrosac¢ima bioetanola kao goriva, ali i
ostalim znaéajnim proizvodac¢ima etanola u svetu, kako bi se sagledalo trenutno stanje i
razmotrile mogucénosti za budu¢i razvoj i primenu biogoriva u skladu sa odrzivim

razvojem.

1.2.1. Severna i Latinska Amerika

U SAD-u, kao najvecem proizvodacu etanola u svetu predvida se izuzetno veliki
dalji rast proizvodnje etanola kao goriva. Procenjuje se da ¢e proizvodnja etanola sa
sada$njih 6,5 milijardi galona (oko 25 milijardi litara) porasti do 2015. godine na oko 15
milijardi galona [21, 22]. Ipak, i trenutna proizvodnja koja je velikog obima predstavlja
samo 4% od ukupne koli¢ine benzina koja se trosi u SAD-u. Glavna sirovina za
proizvodnju etanola u SAD-u je kukuruz (oko 90% bioetanola se proizvodi iz kukuruza)
[20]. Koriste se smeSe sa dodatim manjim procentom etanola motornom benzinu (10%
vol.), dok Brazilski program (ProAlcohol) promovise koriS¢enje smeSa sa vecom
koli¢inom etanola [4]. Naime, nekoliko proizvodaca motornih vozila, kao $to su Ford,
Chrysler 1 GM, prodaju fleksibilna vozila koja mogu koristiti benzin ili razli¢ite smeSe
etanola i benzina (do 85% udela etanola). Trenutno postoji 1.587 stanica koje distribuiraju
bioetanol kao gorivo [25]. U oktobru 2008. god. pusten je u rad prvi ,,biogorivo koridor*
duz medunarodnog autoputa u centralnoj oblasti SAD-a (od severa Indijane do juga
Alabame) koji sadinjava vise od 200 stanica koje snadbevaju vlasnike ,,fleksi“ vozila

bioetanolom [26].

Kako bi se promovisala sve veéa proizvodnja i upotreba biogoriva (i smanjilo
koris¢enje i uvoz fosilnih goriva) u SAD-U su razvijene i uvedene razliite zakonske
regulative 1 nacionalni planovi. Jedan od najznacajnijih koraka je uvodenje nacionalnog
plana ,,Energy Policy Act* u 2005. god. (EPAct 2005) koji sadrzi brojne mere vezane za
energetsku efikasnost, modernizaciju energetske infrastrukture i promociju Kkoriséenja

obnovljivih izvora energije. Takode, ovaj plan podrazumeva potpunu saradnju izmedu
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vlade, industrije i akademskih institucija kako bi se dalje razvijale tehnologije za
proizvodnju biogoriva. U ¢lanu XV ovog akta ukljuéeni su i Standardi za obnovljiva goriva
prema kojima se zahteva da se 15 Gl godi$nje etanola mesa sa benzinom do 2006. god., a
do kraja 2012. god. da ova cifra poraste na 28,4 Gl/god. Nekoliko drzava je preduzelo
ozbiljne korake u razvijanju tehnologija i povecanju koris¢enja biogoriva, medu kojima se
izdvaja Kalifornija. U zajedni¢kom izvestaju pod nazivom ,,Smanjenje zavisnosti od nafte
u Kaliforniji“ (Reducing California’s Petroleum Dependency) koje su podnele dve agencije
(California Energy Commision CEC i California Air Resources Board) u 2003. godini,
predlaze se da do kraja 2020. godine alternativna goriva ¢ine 20% od ukupne koli¢ine
goriva koja se koristi u sektoru transporta, a 30% do kraja 2030. godine. Kako bi se
»agresivnije* nastavilo sa smanjenjem koriS¢enja fosilnih goriva, 2007. godine donet je
Zakon o energetskoj nezavisnosti i sigurnosti (Energy Independency and Security Act) koji
predlaze mnogo strozije standarde za obnovljiva goriva u poredenju sa planom iz 2005.
god. Medu ovim standardima je i taj da se dostigne proizvodnja od 132,5 Gl godisnje do
kraja 2020. god. (od cega skoro 50% moraju biti biogoriva dobijena iz nejestivih,

lignoceluloznih sirovina) [27].

Brazil je jedan od vodecih svetskih proizvodaca etanola kao goriva iz Secerne trske,
sa proizvodnjom od oko 19 milijardi litara godi$nje u 2007. godini (tabela 1.3.). Trenutno
postoji 325 fabrika koji preraduju 425 miliona tona godiSnje Secerne trske, od ¢ega jedna
polovina se koristi za proizvodnju SeCera a druga za proizvodnju etanola. Etanol
proizveden u Brazilu zamenjuje oko 1,5% od ukupno koris¢enog benzina u svetu. Ukoliko
se nastavi sadaSnja stopa rasta proizvodnje etanola u Brazilu i ako ostale zemlje delimi¢no
prate etanol program usvojen u Brazilu, moguce je da se 10% od ukupno koris¢enog
benzina u svetu zameni etanolom u slede¢ih 15-20 godina [28]. Od ukupno proizvedenog
etanola u Brazilu oko 20% se izvozi u SAD, EU i na ostala trzista. Od 2006. god. Brazil je
jedina zemlja koja ne uvozi bioetanol i koja je potpuno zavisna samo od svojih postojecih
kapaciteta proizvedenog bioetanola. U Brazilu prose¢an odnos energije output-a i input-a
iznosi 9,2 [24]. Tipi¢ni brazilski ,,fleksi modeli automobila razli¢itih proizvodaca mogu

koristiti smesu etanola i benzina od E20-E25 do ¢istog E100 goriva [29, 30].

Ukoliko se uporedi proizvodnja bioetanola u SAD-u i Brazilu, moze se reéi da je
brazilska proizvodnja ovog goriva zasnovana na S$ecernoj trsci mnogo efikasnija nego

proizvodnja u SAD-u. Cena proizvodnje bioetanola u Brazilu iznosi 22 centa/l, a u SAD-u
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35 centa/l. Ono $to povecava troSkove proizvodnje etanola iz kukuruza je neophodan
proces konverzije skroba do fermentabilnih Sefera. Medutim, jedna od prednosti
proizvodnje etanola iz kukuruza u SAD-u je moguénost vracanja jedne treéine sirovine na
trziSte u vidu dzibre koja se moze koristiti kao sto¢na hrana. Ukupna obradiva zemlja u
Brazilu je 355 miliona hektara, a u SAD-u 270 miliona hektara; od toga se 1% od ukupne
obradive povrSine koristi za Seéernu trsku u Brazilu, a 3,7% se Koristi za uzgajanje
kukuruza u SAD-u. U Brazilu je ostvarena produktivnost od 6.800-8.000 litara etanola po
hektaru, a u SAD-u 3.800-4.000 litara etanola po hektaru. Odnos energije output-a i input-a
u Brazilu iznosi od 8,3 do 10,2, a u SAD-u je mnogo manji, od 1,3 do 1,6. Prosecna
redukcija emisije gasova staklene baste u Brazilu i SAD-u je 86-90% i 10-30%,
respektivno [28, 31, 32]. Na slici 1.4. prikazana je proizvodnja etanola kao goriva u SAD-u

i Brazilu, kao i ukupna svetska proizvodnja, u periodu od 1982. do 2006. godine [23].
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Slika 1.4. Proizvodnja etanola kao goriva u SAD-u, Brazilu i u svetu, u periodu od 1982.
do 2006. god. [23]

Kanada takodje promoviSe primenu i proizvodnju etanola, i to na bazi
lignoceluloznih sirovina (razna drvna biomasa). Prema Kanadskom planu do 2010. god. ¢e
se ostvariti proboj E10 sme$a na 35% trzi$ta, $to podrazumeva proizvodnju etanola od oko

1,33 Gl godisnje. Prema sada$njem stanju, postrojenja za proizvodnju bioetanola su
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locirana uglavnom u oblasti Ontario, mada su u planu investicije u nova postrojenja.
Kanadska vlada je 1. aprila 2005. god. donela akt o obaveznom koriS¢enju etanola kao
dodatku goriva u koli¢ini od 7,5% na gorivo. Ovo je podstaklo na nove investicije u
proizvodnju, pa se planira izgradnja 400 miliona litara novih kapaciteta za proizvodnju

bioetanola kao goriva [4].

Peruanska vlada je 2002. godine najavila da zemlja pretenduje da bude jedan od
vodecih izvoznika etanola, pa stoga planira izgradnju i do 20 destilerija, a kao sirovina bi
se koristila secerna trska. Da bi podrzala ovaj plan, drzava namerava da zaseje oko 240.000
ha zemljista (koje je sada pokriveno dZzunglom) Secernom trskom [4]. Etanol program u
Kolumbiji je zapoceo 2002. godine, nakon donetog zakona kojim se planira da se ostvari
supstitucija goriva etanolom do 10%, u gradovima ve¢im od 500.000 stanovnika do kraja
2006. god. Da bi to ostvarila Kolumbija bi morala da skoro udvostru¢i proizvodnju
bioetanola na Secernoj trsci. Momentalno drzava stimuliSe proizvodnju bioetanola na

Secernoj trsci smanjenjem taksa [4].

1.2.2. Evropska Unija

Proizvodnja bioetanola kao goriva u Evropskoj Uniji u periodu od 1993. do 2007.
god. prikazana je na slici 1.5. [23, 33]. Sa slike 1.5. se moze videti da poslednjih godina
dolazi do velikog porasta u proizvodnji etanola u Evropskoj Uniji, s obzirom da se 1993.
god. proizvodilo svega 60 miliona litara, a 2007. god. 2.160 milona litara. Razlozi za
ovakav trend povecanja proizvodnje etanola (pored usvojenih Direktiva Evropske Unije)
su znatno povecana proizvodnja u Francuskoj usled olakSica koje nudi drzava, povecana
upotreba vinskog alkohola kao sirovine i izgradnja novih postrojenja velikih kapaciteta u
Nemackoj [33].
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Slika 1.5. Proizvodnja etanola kao goriva u Evropskoj Uniji u periodu 1993-2007. god.
[23, 33]

Najveéi proizvodaéi etanola u Evropi su Francuska, Nemacka, Spanija i Svedska.
Medu vodeéim proizvodacima poslednje dve godine izdvajaju se i Italija i Poljska. U tabeli
1.4. moze se videti da se stanje u borbi za prvo mesto u proizvodnji etanola kao goriva
veoma brzo menja. Tokom devedesetih godina XX veka vodeca zemlja u proizvodnji je
bila Francuska [4], zatim od 2000. do 2005. god. Spanija, a u 2006. god. Nemacka [33]. U
2007. god. najveéi proizvoda¢ je Francuska (1.150 MI), koju slede Nemacka, Spanija i
Italija [23]. Ocekuje se otvaranje novih postrojenja ukupnog kapaciteta od 4 Gl u 15
zemalja EU; najveca dodatna proizvodnja se ocekuje u Francuskoj (550 Ml), zatim u
Nemackoj (480 MI), Holandiji (480 MI), Belgiji (435 MI), Spaniji (420 MI), Velikoj
Britaniji (400 M) i Ceskoj (339 M) [23]. U EU se samo mali deo od ukupno prozvedenog
etanola Kkoristi kao gorivo. U 2005. godini ukupna proizvodnja etanola u EU iznosila je 2,7
Gl, a svega oko 38% se koristilo kao gorivo. Vazno je naglasiti da pored znacajne
proizvodnje etanola postoji i izuzetno velika potro$nja ovog goriva. Narocito, Svedska,
Nemacka i1 Velika Britanija imaju veliku potro$nju etanola u odnosu na njegovu

proizvodnju, pa se samim tim isti¢u na trziStu i kao veliki uvoznici ovog energenta [23,

33].
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Tabela 1.4. Proizvodnja i potroSnja etanola kao goriva u pojedinim zemljama EU od 2005.

do 2007. god. [23, 33]

Proizvodnja etanola kao goriva, M| | Potrosnja etanola kao goriva, Ml
Zemlja 2005 2006 2007 2005 2006 2007
Francuska 144 250 1150 147 290 536
Nemacka 165 431 706 283 600 575
Spanija 303 402 521 221 224 220
Svedska 153 140 147 283 320 356
Italija 8 128 302 10 0 0
Poljska 64 120 133 55 103 167

Sirovine koje se najCesc¢e koriste su pSenica, Secerna repa i kukuruz. Poslednjih
godina istie se i vinski alkohol (vino) koji se kao sirovina jedino Kkoristi u Evropi, i to u
znacajnim koli¢inama. Naime, u 2005. god. 26% proizvedenog etanola dobijeno je iz vina
[33]. U Francuskoj i Spaniji etanol se koristi u vidu ETBE (etil tercijerni butiletar) kao
dodatak gorivu, dok npr. u Svedskoj se koriste smese sa dodatkom bioetanola benzinu u
koli¢ini od 10% vol.

U 2003. godini u Evropskoj Uniji su u cilju promovisanja kori§¢enja biogoriva i
drugih alternativnih goriva za drumski transport usvojene dve direktive [8]:

I Direktiva 2003/30/EC kojom se zahteva od zemalja ¢lanica da proizvedu ili
obezbede na trziStu minimalne koli¢ine biogoriva kojim bi se zadovoljili
ciljevi da se do kraja 2005. godine obezbedi zamena od 2% fosilnih goriva,
a do kraja 2010. od 5,75 % mereno u odnosu na sadrzaj energije. Takodje
se zemlje Clanice obavezuju da od 2004. godine daju godisnje izvestaje o

akcijama na tom planu [8],

I Direktiva 2003/96/EC koja omoguéuje zemljama &lanicama EU da primene
razli¢ite takse na ova goriva u cilju podsticanja razvoja biogoriva. Do
2002. godine devet zemalja EU (Austrija, Ceska, Francuska, Nemacka,
Italija, Poljska, Spanija, Svedska i Velika Britanija) kompletno ili

delimi¢no su se oslobodili od takse biogoriva [34].
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Osnovni ciljevi navedenih evropskih direktiva su:

Da se pomogne oslobadanju EU od zavisnosti od eksternih izvora goriva.
Naime trenutno EU uvozi oko 50% energije, $to moze do 2030. godine
dosti¢i 70%. Sto se ti¢e nafte, zavisnost EU od uvoza se moze do 2020.
godine povecati na 90% [8]

Da se ostvare ciljevi Kjoto sporazuma (potpisanog 1997. god.) i smanji
emisija gasova koji doprinose efektu staklene baste. Od Sest gasova Koji
uticu na efekat staklene baste najveca paznja se posvecuje CO,. Prema
Kjoto sporazumu potrebno je u periodu od 2008-2012. god. smanijiti
emisiju CO; za 5,2% u odnosu na stanje iz 1990. godine. Nasuprot ovome,
ukoliko se niSta ne bi preduzimalo i ukoliko bi se zadrzao postojeci trend
emisije CO,, predvidja se da bi do 2010. god. emisija CO, mogla da
poraste za 50% [35]

Da se ide dalje ka ostvarenju od 20% zamene tradicionalnih goriva u

drumskom transportu do 2020. godine [4]

Vazno je naglasiti da se gore navedena direktiva 2003/30/EC najviSe odnosi na
goriva koja se koriste u drumskom transportu, jer se smatra da ova goriva ucestvuju sa vise
od 85% u ukupnom transportu u EU [36].

Ako se posmatraju postojec¢i kapaciteti u svetlu donesene deklaracije ocigledno je
da je neophodno da EU preduzme energi¢ne korake u smislu povecanja kapaciteta za
proizvodnju etanola [37]. Naime, cilj da se do kraja 2005. godine obezbedi zamena od 2%
fosilnih goriva prema Direktivi 2003/30/EC do sada nije ispunjen. Udeo biogoriva iznosio
je samo 0,5%, 0,6%, 1% i 2,36% u 2003., 2004., 2005. i 2007. god., respektivno (slika
1.6.). U periodu od 2003. do 2005. god. deset zemalja ¢ak nije koristilo ni biodizel ni
bioetanol kao gorivo. Dve zemlje sa najvisim udelom u 2005. god. su Nemacka (3,75%) i
Svedska (2,23%) [23]. Takode, pomenuta procena da ¢e biogoriva zameniti 20%
tradicionalnih goriva do 2020. god. ve¢ se sada smatra nerealnom, pa je na osnovu
postojeceg trenda rasta proizvodnje i primene bioetanola u EU u ,,Dokumetu energetske
politike* (Energy Policy Document) donetom u januaru 2007. godine usvojena blaza
procena od 10% zamene tradicionalnih goriva [23]. Ovo se jo$ jasnije moze videti sa slike
1.6. u kojoj je kvantitativno predstavljena potrebna proizvodnja etanola u EU koja bi

zadovoljila ciljeve deklaracije u 2005., 2010. i 2020. godini (prikazana kalkulacija je
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bazirana na pretpostavci da su sve Clanice EU-25 u potpunosti posvecene ciljevima
deklaracije) i postignuta proizvodnja bioetanola u 2005. i 2007. godini [8, 23, 33]. U svom
radu de Miguel procenjuje da ako bi postignuta proizvodnja etanola u 2005. god. (727 kt)
porasla na previdenih 10.700 kt u 2010. god. neophodno je izgraditi 40 novih postrojenja
prosecnog kapaciteta od 250.000 tona i uloZziti oko 6 milijardi evra (s obzirom da cilj

ustanovljen deklaracijom u 2005. god. nije postignut) [33].
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Slika 1.6. Proizvedene kolicine bioetanola u EU u 2005. i 2007. god. i potrebne koli¢ine
bioetanola da bi se ostvarili ciljevi Direktive 2003/30/EC [8, 23, 33]

1.2.3. Azija

Vecina zemalja Azije je zavisna od uvoza fosilnih goriva, pa samim tim ove zemlje
intenzivno rade na promociji biogoriva. Najvec¢i proizvoda¢ etanola u Aziji je Kina (na
treCem mestu u svetu) — ukupna proizvodnja iznosila je 1,84 Gl u 2007. god. (tabela 1.3.).
Od ukupno proizvedenog etanola u 2005. god. svega oko 26% se koristilo kao gorivo. U
Kini se nalazi najvece svetsko postrojenje za proizvodnju bioetanola kapaciteta 600.000
t/god. Sirovine koje se koriste su kukuruz, pirina¢ i ostale zitarice (vise od 80%) i Se¢erna

trska (oko 10%). Kina promoviSe program koriS¢enja bioetanola kao goriva od 2001.
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godine. Ona planira da usmeri svoje viskove useva (procenjuju se na 10% od trenutne
proizvodnje) u proizvodnju etanola i da se oslobodi zavisnosti od uvoznih goriva [4, 23,
38].

Indija je takode pocela sa programom alternativnih goriva. Januara 2003. god.
drzava je uvela zakonsku obavezu koriS¢enja E5 smeSe sa etanolom u devet drzava i 4
federalne oblasti, a kao odgovor na ovaj zakon planirana je izgradnja 20 postrojenja za
proizvodnju i rekonstrukcija 10 postrojenja [4]. Ova zemlja je druga u svetu (posle Brazila)
po proizvodnji etanola iz SeCerne trske [23].

Tajland je sebi postavio za cilj da postane tre¢i po veli¢ini proizvoda¢ bioetanola,
posle Brazila i SAD-a. U skladu sa tim donet je i plan razvoja alternativnih goriva kojim
poziva na supstituciju 970.000 tona nafte sa energetskim ekvivalentom bioetanola do kraja
2010. god. [4]. Povlagenjem iz upotrebe MTBE (metil tetra butiletra) proizvodnja etanola
je u 2006. godini porasla za oko 20% (u odnosu na prethodnu godinu) i iznosila je 352 Ml
(tabela 1.3.) [23].

Japan takodje tezi ka povecanju udela etanola u smeSama sa motornim gorivom i
planira poveéanje proizvodnje biodizela, s obzirom da je jedan od najveéih potrosaca
benzina u svetu i veoma je zavisan od uvoza nafte. Godine 2005. Japan je bio drugi po

redu uvoznik etanola (vise od 500 M), koji je najviSe kori§¢en kao gorivo [23].

1.2.4. Australija
Australijska vlada podrzava proizvodnju i koris¢enje alternativnih goriva
sredstvima subvencija i smanjenja taksi. Australijski cilj je da do 2010. godine proizvede
280.000 tona etanola. Proizvodnja etanola u Australiji se uglavnhom bazira na $ecernoj
trsci. Najvise se kao gorivo koristi smesa E10 (sa 10% vol. etanola) [4].

1.2.5. Srbija

Prva postrojenja za proizvodnju etanola (malog kapaciteta od oko 1500 hl°/dan)

postojala su jo$ u vreme Austro-Ugarske na teritoriji danasnje Vojvodine [4]. Znacajniji
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razvoj proizvodnje etanola u Srbiji nastao je tek nakon 1960. godine, kada je pocela
izgradnja vecih industrijskih kapaciteta sa savremenom opremom i tehnologijom. U 1996.
god. postojalo je 11 industrijskih pogona (10 proizvodaca), ¢iji je zbirni dnevni tehnicki
kapacitet iznosio nesto preko 150.000 hl° sto odgovara godiSnjem kapacitetu od oko 48
miliona hl°/god pri radu od 320 dana godiSnje (hI°=1 1 apsolutnog alkohola) [39].
Proizvodnja etanola u nasoj zemlji se danas bazira na melasi (oko 50%) i na zitaricama
(oko 50%). Trenutno u Srbiji postoji 10 postrojenja za proizvodnju etanola, ¢iji su
kapaciteti i kori$¢ene sirovine prikazani u tabeli 1.5. [4]. Iz tabele 1.5. se moze uoditi da je
danasnja proizvodnja etanola ne$to manja nego 1996. godine i iznosi 40 miliona hl°/god
pri radu od 320 dana godi$nje. Prema prikazanim proizvodnim kapacitetima moZe se videti
da su najveca tri pogona u Beogradu, Crvenki i Kovinu i predstavljaju 84% proizvodnog
kapaciteta Srbije. U navedenim postrojenjima proizvodi se 96% vol. alkohol koji je
namenjen uglavnom za alkoholna pi¢a i u medicinske i farmaceutske svrhe. Vazno je

naglasiti da nijedno postrojenje ne raspolaze opremom za dehidrataciju etanola.

Tabela 1.5. Postoje¢i kapaciteti za proizvodnju etanola u Srbiji [4]

. ) Godis$nji kapacitet
Postrojenje Sirovina prevn I:apoacnet, (320 radnih dana),
10° hl Lo hI°
Panalko, Beograd melasa 30 9.600
Crvenka, novi pogon melasa 30 9.600
Crvenka, stari pogon melasa i Zitarice 15 4.800
Kadakas, Crvenka zitarice 1 melasa 2 640
Kovin melasa 30 9.600
Osecina Zitarice 4 1.280
Uzice Zitarice i voce 5 1.600
Lukas, Bajmok Zitarice i melasa 1,2 384
Srbobran Zitarice i melasa 4 1.280
Takovo Zitarice 1 krompir 4 1.280
UKUPNO 125,2 40.064
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Slika 1.7. Godisnja proizvodnja etanola u nasoj zemlji u periodu od 1985. do 2005. godine
[40]

Kao $to se moze videti sa slike 1.7. [40], proizvodnja etanola u 2005. godini je
skoro na nivou one koja je ostvarena 1985. godine, a znatno niza nego u 1991. godini. Ako
se ovi podaci uporede sa svetskom proizvodnjom bioetanola koja je prikazana na slici 1.3.,
moze se videti da je u svetu od 1985. godine do 2004. god. stanje u proizvodnji etanola
dosta drugacije - proizvodnja je viSe nego udvostrucena, sa daljim intenzivnim trendom
rasta. Od 1985. godine do 1991. godine proizvodnja etanola u nasoj zemlji je imala rastuéi
trend, a zatim je pocela da opada. Blagi porast proizvodnje koji je ostvaren od 1999. do
2005. god. ne odslikava realnost zbog prethodnog stanja sankcija, i naravno nedovoljan je
da bi se pratile rastu¢e potrebe za ovim proizvodom i da bi se ostvarila njegova primena
kao dodatka gorivu. Na zalost veéina od navedenih postojeéih kapaciteta danas ne radi
efikasno iz razli¢itih razloga. Neki od mnogobrojnih razloga su: ukupno stanje privrede,
negativna zbivanja na planu ukupne proizvodnje, neadekvatni zakonski propisi, tranziciona
kretanja, svrstavanje etanola pod zakonsku regulativu propisanu za vino i alkoholna pi¢a,
Sto prakti¢no suzava moguénost njegovog koris¢enja za druge svrhe za koje se on u svetu
koristi (hemijska industrija, gorivo), zatim losa drzavna politika u vezi strategije razvoja
ove industrijske grane generalno, nemogucnost konsolidacije nakon perioda krize i

stagnacije, u nekim slucajevima zastarelost opreme itd. [4].
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Ukoliko bi proizvodnju etanola u naSoj zemlji gledali kroz prizmu doneSenih
Direktiva Evropske Unije (2003/30EC i 2003/96/EC) predvideni kapaciteti za 2005. god.
su znatno Vvisi od postojecih, a ciljevi za 2010. 1 2020. god. prakti¢no neispunjivi. Mojovi¢ i
saradnici [4] su izvrsili kalkulaciju procena potreba za bioetanolom u Srbiji koristeci
podatke o potrosnji i potrebama za motornim benzinom, kao i minimalne koli¢ine
bioetanola potrebne za supstituciju motornog benzina koje su propisane Direktivama.
Naime, u 2005. god. potrebno je izvrsiti supstituciju od 2% motornog benzina prema
evropskoj Direktivi §to bi podrazumevalo proizvodnju od 21.900 t etanola za gorivo u
Srbiji. Tada bi ukupne potrebe za etanolom (u industriji, za alkoholna pica i kao gorivo)
iznosile 73.900 t $to je 3,3 puta viSe nego proizvedena koli¢ina etanola u toj godini od
22.000 t. Neophodna supstitucija motornog benzina u 2010. god. iznosi 5,75% pa je
potrebno proizvesti 78.200 t etanola kao goriva. Tada bi pri nepromenjenim potrebama
etanola za industriju i alkoholna pi¢a ukupne potrebe za etanolom iznosile 130.200 t §to je
Sest puta viSe od trenutne proizvodnje etanola u nasoj zemlji. Na osnovu navedenog, u
Srbiji je neophodno uvesti nova postrojenja za proizvodnju etanola — pogone velikog
kapaciteta koji bi pored proizvodnje etanola ukljucivali 1 proizvodnju sto¢ne hrane i
ugljendioksida; ili uvesti mrezu manjih pogona za proizvodnju sirovog etanola (65-70%
vol.) koji bi se dalje preradivao u ve¢im pogonima za rektifikaciju i obezvodnjavanje u

okvirima naftne industrije [41].

Veoma je bitno naglasiti da danas u Srbiji ne postoji organizovana proizvodnja i

potrosnja bioetanola kao motornog goriva, iako je nasa zemlja uvoznik znacajnog dela

svoje potroS$nje motornih goriva [4]. Na primerima drugih opisanih zemalja moze se videti
da za uvodenje ovakvih programa u energetsku politiku odlucuju¢a je odluka i pomo¢
drzave. Prvi nagovestaj uvodenja proizvodnje bioetanola za gorivo je najava izgradnje
fabrike za proizvodnju bioetanola u Zrenjaninu (najveca srpska grinfild investicija vredna
380 miliona evra). Ocekivana proizvodnja je 700.000 tona bioetanola, oko 450.000 tona
stoéne hrane i 100.000 tona dubriva sa 250 novih radnih mesta [42]. Na osnovu svega
navedenog, nasa drzava treba da donese odgovarajue programe koji bi ukljucivali
proizvodnju bioetanola za gorivo i supstituciju dela motornog goriva sa bioetanolom.
Budu¢i da se nalazimo u Evropi i opredeljeni smo za ulazak u EU verovatno bi mere

trebalo da budu sli¢ne postoje¢im u EU na tom planu.
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L* ¢« 1.3. OSNOVNE KARAKTERISTIKE BIOETANOLA KAO GORIVA

«

Ime alkohol potice od arapske reci al-kohl koja je oznacavala fini prasak za bojenje
trepavica. Od Paracelsusa dalje se taj naziv koristi za svaki fini prasak ili destilovanu
tecnost [43]. Etanol je Coveku bio poznat od davnina kada se koristio kao proizvod
spontane fermentacije Secera. Vremenom covek je naucio da process fermentacije
kontroliSe i da proizvodi alkoholna pica. Egip¢ani su poznavali ekstrakciju etanola nakon
fermentacije 1 njihova znanja su preneta Arapima koji su izu€avali destilaciju etanola u
periodu od VII do XII veka. Mada je process usavrSavanja postupka destilacije bio veoma
spor, ipak je 1808. godine u Francuskoj izgradeno prvo kontinualno postrojenje (sagradili
su ga Cellier i Blumental). Razvojem organske hemijske tehnologije, u drugoj polovini
XIX veka zapocinje industrijska proizvodnja etanola koji se koristi kao rastvarac, gorivo,
antiseptik i sirovina za proizvodnju velikog broja organskih jedinjenja. Od Il svetskog rata
zbog velike potraznje pocela je komercijalna proizvodnja sintetickog etanola (u SAD-U iz
etilena koji se dobijao iz otpadnih gasova od destilacije nafte). Nakon prve naftne krize
preovladava sinteza etanola putem fermentacije [39].

Etanol (etil-alkohol ili samo alkohol) je te¢nost bez boje, karakteristicnog
mirisa, zapaljiv i rastvorljiv u vodi i etiletru [43]. U zavisnosti od kvaliteta postoje:

- denaturisani etanol (88% vol.) namenjen je isklju¢ivo za gorenje i osvetljenje

- industrijski etanol (96,5% vol.) koji se koristi u industriji i za tehnicke svrhe

kao rastvarac, gorivo i kao sirovina u proizvodnji velikog broja hemijskih
proizvoda

- fini etanol (96,0-96,5% vol.) koristi se u kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji i

za proizvodnju nekih alkoholnih pic¢a

- apsolutni etanol (99,7-99,8% vol.) je termin za etanol koji nema vode i koji se

koristi u farmaceutske svrhe i kao gorivo (ili oksigeni dodatak gorivima) [39]

Bioetanol se moze 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 iskljucivo visoko preciscéeni -
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apsolutni etanol. Svaka zemlja ima standarde za kvalitet etanola namenjenog za dodatak
benzinu ili dizelu. U ovim standardima limitirani su sadrzaji: vode, metanola, aldehida,
sumpora, fosfora, viSih alkohola, bakra, hlorida i sredstava za denaturisanje, a takode se
zahteva i1 odredena gustina, bistrina i pH vrednost. Bioetanol koji je namenjen za smese Sa
fosilnim gorivom mora imati minimalnu ¢isto¢u od 99,5% do 99,8% vol. u zavisnosti od
standarda zemlje gde se proizvodi [4]. 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 zbog toga ukoliko se Zeli napraviti dizehol (smeSa sa viSe od 3%

bioetanola) potrebni su specijalni emulgatori [6]. Najpoznatije smese su [44]:

a) SmeSe sa niskim udelom bioetanola u f0silnom gorivu. Ovde spada smeSa

motornog benzina i bioetanola u udelu od 5 do 22% (ovo gorivo se
oznacava kao E5-E22G). Pored toga, moguce je mesati od 10 do 15%
bioetanola (uz dodatak specijalnih aditiva) sa dizel gorivom. Takvo dizel
gorivo naziva se oksi-dizel i oznaava kao E10D i E15D. Sve ove smese
se mogu Koristiti u konvencionalnim motorima bez modifikacija.

b) Smese sa visokim udelom bioetanola u fosilnom gorivu. U ovim smeS$ama

sadrzaj bioetanola se krece do 85% (E85QG), ali su potrebne modifikacije
motora.
c) Bio-ETBE. Ovo gorivo se moze Koristiti u smeSama od 10 do 15% u

konvencionalnim motorima bez modifikacija.

U tabeli 1.6. prikazane su osnovne fizicke i hemijske karakteristike bioetanola i
benzina radi njihovog poredenja [45, 46]. Bioetanol ima nizi sadrzaj energije nego mnoga
teCna fosilna goriva. Energetski sadrzaj bioetanola iznosi oko 67% energije motornog
benzina i oko 58% energije dizel goriva. Prema tome, potrebno oko 1,47 litara Cistog
bioetanola za zamenu 1 litra motornog benzina, i oko 1,7 litara za zamenu 1 litra dizela.
Medutim, kada se bioetanol koristi u relativno malim koncentracijama u smesi sa fosilnim
gorivom ovaj efekat je viSestruko smanjen. U takvim sluc¢ajevima pozitivni efekti dodatka
bioetanola (kao Sto su efikasnije sagorevanje, bolje podmazivanje i dr.) mogu delimicno

kompenzovati uticaj manjeg sadrzaja energije po jedinici zapremine.
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Tabela 1.6. Osnovne karakteristike bioetanola i benzina [45, 46]

Bioetanol Benzin
Formula C,HsOH CiHus
Molekulska tezina, g/mol 46,07 100,2
Sadrzaj ugljenika, wt % 52,2 83,9
Sadrzaj vodonika, wt % 13,1 16,1
Sadrzaj kiseonika, wt % 34,7 0
Sadrzaj sumpora, ppm 0 ~200
Stehiometrijski odnos vazduh/gorivo, kg/kg 9,0 14,7
Gustina (15°C), kg/l 0,789 0,737
Napon pare, kPa 16,5 75
Temperatura kljucanja, °C 78,3 38-204
Latentna toplota isparavanja, MJ/kg 26,87 43,47
Temperatura (tacka) samopaljenja, °C 365 495
Oktanski broj 107 86-94
Cetanski broj 8 11

Prednosti koriS¢enja bioetanola kao goriva su: smanjena emisija CO i COg,
potpunije sagorevanje u odnosu na benzin zbog velikog udela kiseonika, manji sadrzaj
nesagorelih ugljovodonika i sli¢ni sadrzaj azotnih oksida NOy [4]. Performanse vozila
(snaga, ubrzanje, putna brzina) koja koriste bioetanol kao gorivo su sli¢ne kao i kod
pogona na cist benzin, ali se zbog manje toplotne moc¢i smanjuje se 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), a pritom su etri vrlo
toksic¢ni za okolinu. Za razliku od njih, bioetanol predstavlja odlican, 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 i
kao zamena za toksican MTBE (metil-tercijarni butiletar). Pored povecanja oktanskog
broja, ova dva oksigenatna aditiva poboljsavaju i termicku efikasnost paljenja motora i

smanjuju zagadenost izduvnih gasova ostvarujuci bolje sagorevanje u motoru [4, 45, 46].
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S druge strane, bioetanol ima i odredene slabije karakteristike u odnosu na fosilna
goriva. Naime, svi postojec¢i konvencionalni motori na fosilna goriva ne mogu se koristiti
za voznju na Cist bioetanol bez zna¢ajnih modifikacija masine motora. Otuda je uobicajeno
da se projektuju visegorivna vozila koja mogu koristiti ¢ist benzin i meSavine ovih goriva
do odnosa 85% etanola i 15% benzina (E85). Smatra se da smesa motornog goriva i
bioetanola (sa maksimalnim udelom do 22%) ne =zahteva nikakve modifikacije
konvencionalnih motora [34]. Modele vozila koja mogu koristiti gorivo E85 u svom
proizvodnom programu za 2005. godinu imaju firme: Daimler-Chrysler, Ford Motor Co.,
General Motors-Chevrolet, Mercedes-Benz i Nissan [45]. Prilikom koriSéenja Cistog
bioetanola moze do¢i do rastvaranja pojedinih metala iz metalnih legura od kojih je
izgraden motor (cinka, olova, aluminijuma i dr.), a takode 1 do nagrizanja gumenih delova.
Osim toga, bioetanol ima nizi cetanski broj, nizi napon pare i nizu toplotu isparavanja od
motornog benzina (tabela 1.6.), §to moze izazvati probleme prilikom paljenja i startovanja
motora u hladnijim klimatskim predelima i poveéati nastajanje acetaldehida (aldehidi
znadajno uti¢u na zagadenje Zivotne sredine formirajuéi fotohemijski smog) [46]. Sto se
ti¢e distribucije i koriS¢enja bioetanola vazno je naglasiti da je transport bioetanola ili
smeSa bioetanola sa fosilnim gorivom kroz postojeCe transportne sisteme, pumpe i
cevovode otezano zbog osobine bioetanola da absorbuje vodu i zbog njegove visoke
sposobnosti da rastvara odredene primese, tako da bi njegova upotreba zahtevala odredenu

modifikaciju postoje¢ih pumpi za gorivo.

1.4. EKOLOSKI ZNACAJ PRIMENE BIOETANOLA KAO GORIVA

Ulaskom u tre¢i milenijum svet se priblizio kriti¢noj tacki zagadenja Zivotne
sredine usled neravnomerne raspodele i troSenja raspolozivih energetskih resursa, rasta
svetske populacije, velikog jaza izmedu mogucnosti i rasta potreba svetskog
stanovnistva, nekontrolisanog troSenja i rasipanja neobnovljivih izvora energije i
nepovratnog uniStenja zivotne sredine. Stoga je neophodno donosenje odluka

ekonomske i energetsko-ekoloske politike ¢ime bi se odredili nacini optimizacije svih
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procesa i donele odredene mere i aktivnosti u cilju racionalnog kori$¢enja energije,
smanjenja potrosnje energije i zagadenja zivotne sredine.

Najznacajniji ekoloski problemi u svetskim razmerama su globalno
zagrevanje atmosfere nastalo sagorevanjem fosilnih goriva 1 izdvajanjem
ugljendioksida (efekat ,,staklene baste™), pojava kiselih kisa i sve vece kolicine
sumpordioksida i azotnih oksida u atmosferi (koji se javljaju kao izazivaci klimatskih

promena) [11].

1.4.1. Emisija Stetnih gasova pri sagorevanju motornih goriva i bioetanola

Emisija gasova iz motornih vozila je jedan od najveéih zagadivaca zivotne sredine.
Sagorevanjem goriva u saobrac¢aju u atmosferu se emituju: ugljendioksid, ugljenmonoksid,
oksidi azota i sumpora, ugljovodonici, olovo, neorganska jedinjenja hlora i broma,
aromati¢na i druga jedinjenja. Veliki broj jedinjenja se razlaze do neskodljivih molekula,
dok se reakcijom izmedu oksida azota i isparljivih organskih materija stvara ozon. Neka
jedinjenja se razlazu do sekundarnih zagadivaca vazduha koje pored ozona ¢ine i aldehidi.
Saznanje 0 negativnim uticajima ovih zagadivata na zivotnu sredinu podstaklo je
medunarodnu zajednicu na donoSenje propisa kojima se odreduje kvalitet te¢nih naftnih
goriva koji ¢e biti prihvatljiv za Zivotnu sredinu 1 zdravlje ljudi, kao i podsticanje
koriS¢enja alternativnih goriva kojima se navedene Stetne emisije znatno smanjuju.

Ugljendioksid je neizbezan proizvod sagorevanja goriva i jedan od najznacajnijih
zagadivaca koji doprinosi efektu ,,staklene baste” i globalnom zagrevanju. Nivo emisije
CO; iz nekog procesa sagorevanja zavisi od efikasnosti procesa i od sastava goriva. Goriva
sa ve¢im udelom vodonika u molekulu oslobadaju manje CO, Utvrdeno je da je transport
kao privredna grana kljuéni generator emisije CO; i da je odgovaran za oko 28% od
ukupne emisije CO, u EU [47]. Proizvodaci vozila u EU ulazu napore za ispunjenje
zahteva za postizanjem emisije CO; iz putnickih vozila od 140 g/km do 2008. godine,
odnosno 120 g/km CO; do 2012. godine [4].

Doprinos sagorevanja nekog goriva nastanku efekta ,,staklene baste” mora se
sagledati kroz celokupni zivotni ciklus goriva. Nacin sagorevanja bioetanola zavisi od vrste

kulture koja se preraduje i nacina njegove proizvodnje (u razmatranje se moraju uzeti svi
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meduprocesi proizvodnje etanola). Ukupan bilans emisije CO, pri sagorevanju bioetanola
je jednak nuli — u procesu fotosinteze biljke potrose onu kolic¢inu CO, koja nastaje
procesom sagorevanja bioetanola (slika 1.8.). Ovo je jo$ jedan podsticajan faktor koji

doprinosi stalnom povecéanju upotrebe biogoriva [4].

CO.

Bioéthnol
Slika 1.8. Ukupan bilans emisije CO, u procesu sagorevanja bioetanola

Prirodni efekat ,,staklene baste“ je podigao temperaturu Zemlje i nacinio je
pogodnom za stanovanje. Srednja vrednost suncevog zraCenja od 343 W/m? pada na
zemlju, od ¢ega se jedna trecina reflektujuci vraca u kosmos. Ostatak, odnosno dve trecine,
uti¢e na zemlju stvarajuéi infracrvenu radijaciju, a jedan deo se blokira u gasove ,,staklene
baste* koji zagrevaju zemljinu spoljas$njost i troposferu. Neki gasovi ,staklene baste*
prirodno su prisutni u atmosferi (vodena para, ugljendioksid, metan, azotdioksid i ozon)
dok su drugi rezultat ljudskih aktivnosti. Medutim, i prirodno prisutni gasovi u atmosferi
premasili su sve dozvoljene granice i doveli su do ekoloskih problema [11]. Kao §to je ve¢
napomenuto, CO, najvise doprinosi efektu ,,staklene baste* pa samim tim je neophodno
regulisati nivo njegove emisije. Naime, globalna temperatura u 2001. god. je bila 0,52 °C
iznad prosecne temperature. Smatra se da ¢e povecanje emisije ugljendioksida za 54% do
kraja 2015. god. izazvati povecanje globalne temperature od 1,7 do 4,9 °C u periodu od
1990-2100. god. [48]. Na Samitu Ujedinjenih nacija u Rio de Zaneiru 1992. god. 152
drzave su prihvatile koncept odrzivog razvoja. Jedan od glavnih ciljeva je i redukcija
emisije ugljendioksida i ostalih gasova ,,staklene baste*.

Podaci o emisiji ugljendioksida iz 1990. god., kao i predvidene emisije za 2010. 1

2030. godinu prikazani su na slici 1.9. [4].

31



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

*Ton:
50 10" Tona

72 Ostale 5 437 prps

40+ & Potpisnice Anexa | Kjoto ; " Py

protokola 304

. 299 .'

30 Mttt - |

21.2 ' F

20_‘ e ey ;

1990 2010 2030
Referentni  Kjoto  Referentni Kjoto
slucaj protokol  sluaj  protokol
Slika 1.9. Svetska emisija ugljendioksida u 1990. god. i predvidene emisije u 2010. i 2030.

god. za dva slucaja - referentni slucaj i slucaj Kjoto protokola [4]

Kao S§to se moze videti sa slike 1.9., ocekuje se znaCajan porast emisije
ugljendioksida u ovom periodu, a povecanje ¢e se uglavnom generisati u zemljama u
razvoju. Zemlje potpisnice Aneksa I Kjoto protokola znacajno ¢e redukovati svoje emisije
ugljendioksida. Takode se procenjuje da ¢e oko 90% od ukupnog projektovanog povecanja
emisije CO,u periodu od 1990. do 2010. godine poticati od sektora transporta [36].

Prednost koriS¢enja meSavine bioetanola i motornog benzina je u smanjenju
emisije odredenih Stetnih gasova. Medutim, s druge strane moze doé¢i i do poveéanja
emisije odredenih zagadivaca ili do nepromenjenog stanja u emisiji u zavisnosti od sastava
goriva. Naime, kori$¢enjem etanola kao goriva ili kao dodatka benzinu dolazi do smanjenja
ugljenmonoksida. Istrazivanja su pokazala da je koriS¢enjem bioetanola kao goriva
moguce smanjiti emisiju CO ¢ak 1 do 30% u zavisnosti od tipa i starosti vozila, koriS¢enog
sistema kontrole nivoa zagadenja i atmosferskih uslova. Ukoliko se koristi gorivo E10
dolazi do smanjenja emisije za oko 25%, usled potpunijeg sagorevanja zbog prisustva
kiseonika u gorivu (slika 1.10.) [46].

Ukoliko udeo bioetanola u smesi sa benzinom raste od 0 do 20% vol. dolazi i
do smanjivanja emisije ugljovodonika, kao sto je prikazano na slici 1.10. [46]. Zbog
visokog oktanskog broja, dodavanje etanola motornom benzinu dovodi do redukcije ili
uklanjanja aromati¢nih ugljovodonika (kao S$to je benzen) i ostalih toksi¢nih visoko-

oktanskih aditiva koji se koriste za zamenu olova u benzinu. S obzirom da se dodatkom
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etanola motornom benzinu znacajno smanjuje emisija ugljovodonika i ugljenmonoksida
time se i smanjuje stvaranje ozona. Medutim, pri velikim udelima bioetanola u smesi sa
benzinom zapaza se povecanje emisije ugljovodonika i smanjenje emisije oksida azota
[46].

Kori$¢enjem smesa bioetanola i motornog benzina raste emisija oksida azota
NOx kao $to je prikazano na slici 1.10. Zbog toga je regulisanjem koli¢ine bioetanola
dodatog benzinu vazno obezbediti Sto manju emisiju azotnih oksida, ne samo zbog njihove
direktne toksi¢nosti, ve¢ 1 zbog smanjenja nastajanja ozona koji je u veéim
koncentracijama izuzetno toksi¢an (nadrazuje disajne organe i moze dovesti do pluénog

edema i smrti) [49].
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Slika 1.10. Promene u emisiji HC, NOx i CO pri sagorevanju smeSa motornog benzina i

razli¢itog udela bioetanola [46]

Dodavanjem manje koli¢ine bioetanola (2-5% vol.) u meSavini sa motornim
benzinom povecava se isparljivost benzina i dolazi do znacajnog povecanja emisije
isparljivih organskih materija, dok se dodavanjem vecih koli¢ina bioetanola (>10% vol.)
znacajno ne utice na povecanje emisije ovog zagadivaca. Fotohemijski (beli) smog nastaje
kada primarni zagadivacCi nastali sagorevanjem fosilnih goriva (azotni oksidi i isparljiva
organska jedinjenja-hidrokarbonati) reaguju pod dejstvom sunceve svetlosti, i stvaraju
smesu raznovrsnih opasnih hemijskih jedinjenja poznatih kao sekundarni zagadivaci [50].

Jedan od vecih problema pri sagorevanju etanola je emisija aldehida (posebno

acetaldehida) koja je dva do Cetiri puta veca nego pri sagorevanju benzina. Sa povecanjem

33



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

udela bioetanola raste emisija acetaldehida. Dozvoljene koli¢ine aldehida u vazduhu nisu
regulisane zakonom [4].

Prilikom sagorevanja smeSa bioetanola i benzina dolazi do emisije i ostalih
toksicnih jedinjenja kao $to su: formaldehid, propionaldehid, akrolein, benzen, etilbenzen,
1-3 butadien, heksan, toluen, ksilen i fine Cestice. KoriS¢enjem smeSa bioetanola i
motornog benzina emisija benzena se moze redukovati i do 50%, a emisija 1-3 butadiena
od 24 do 82% [46].

Kao proizvod nepotpunog sagorevanja goriva javljaju se i éestice, veoma malih
dimenzija, ¢ija Se emisija moze smanjiti poboljSanjem kvaliteta goriva i procesa
sagorevanja, naknadnim tretmanom izduvnih gasova itd. Prema karakteru Cestice se mogu
podeliti na organski nerastvorljive (Cad, ¢estice metala nastale u procesu habanja delova i
pepeo iz goriva) sa udelom oko 61% i organski rastvorljive sa udelom oko 39% [49].

U tabeli 1.7. prikazan je uticaj dodatka bioetanola motornom benzinu u koli¢ini od

10% vol. na promenu emisija pojedinih zagadivaca [51].

Tabela 1.7. Prose¢ne vrednosti emisija odredenih zagadivaca pri voznji 80.000 km u

klasi¢cnom putni¢kom vozilu [51]

Emisija, g/km
Zagadiva¢ -

Benzin E10

cO, 230 214
CcO 0,4688 0,2279
HCHO 0,0007 0,0006
Neme'Fanski . 0,0273 0,0273

organski gasovi

NO, 0,0621 0,0932
SO, 0,0488 0,0455

Suoceni sa sve ve¢im zagadenjem Zivotne sredine, kao posledice porasta broja
motornih vozila, u Evropi su ve¢ sedamdesetih godina XX veka donesene zakonske
odredbe o emisiji gasova pri sagorevanju goriva (trenutno je na snazi Pravilnik ECE 83).
Prema propisima kontroliSu se sledeéi toksi¢ni parametri: ugljenmonoksid, azotni oksidi

(NO, NO; i N20), ozon, sumpordioksid, ¢estice, ugljovodonici i olovo [49]. Evropska
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Unija nastavlja sa daljim poboljSanjem postojecih i uvodenjem novih propisa o zagadenju i
energiji. Oni se baziraju na sve strozijim zahtevima u pogledu dozvoljenog nivoa kvaliteta

emisije i potros$nje goriva, uz uvodenje savrSenije i skuplje merne opreme.

1.4.2. Odrzivi razvoj u funkciji zastite Zivotne sredine

., Najveci izazov ovog novog veka je prihvatiti ideju koja izgleda apstraktno — odrzivi
razvoj — i pretvoriti je u stvarnost za sve ljude sveta

Kofi Anan, Generalni sekretar Ujedinjenih Nacija,

Mart, 2001.[52]

Porast proizvodnje biogoriva rezultat je svesti o neophodnosti postovanja koncepta
odrzivog razvoja. Odriivi razvoj (,Sustainable development®) je sistem tehnicko-
tehnoloskih, ekonomskih 1 drustvenih mera za promisljeno Kkoris¢enje prirodnih
neobnovljivih i obnovljivih resursa, ekonomski razvoj i zastitu Zivotne sredine. Postoji vise
desetina definicija odrzivog razvoja medu kojima je najprihvacenija ona koju je dala
Svetska komisija za Zivotnu sredinu i1 razvoj pod vodstvom gospode Gro Harlem
Brundtland 1987.godine: "Odrzivi razvoj je razvoj koji odgovara potrebama i aspiracijama
sadaSnje generacije bez ugrozavanja mogucnosti zadovoljenja potreba 1 aspiracija buducih
generacija" [53]. Odrzivi razvoj, kao model opsteg socijalnog razvoja, prihvaéen je 1992.
godine u Rio de Zaneiru na Konferenciji Ujedinjenih nacija, a prethodno je definisan, kao
§to je ve¢ napomenuto, u tzv. Brundtland izvestaju 1987. godine. Sedamnaest godina posle
zvani¢ne promocije i prihvatanja modela odrzivog razvoja Covecanstvo i dalje Zivi u
uslovima bespostednog nau¢no-tehnickog iskori§¢avanja svih raspoloZzivih sirovina, zato se
ovaj koncept odrzivog razvoja mora prihvatiti kao generalno usmerenje i teznja ¢oveka da
stvori drugaciji 1 bolji svet, balansiraju¢i ekonomski, socijalni, kulturni i razvoj zivotne
sredine. Poc¢ev od Konferencije Ujedinjenih nacija sve do Samita u Johanesburgu 2002.
god. koncept odrzivog razvoja se postepeno razvijao dobijaju¢i vremenom nove dimenzije,
a jedna od njih je i primena obnovljivih izvora energije [52, 54]. Uklju¢ivanje obnovljivih

izvora energije je prioritet u razvoju koncepta odrzivog razvoja u celom svetu.

35



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

2. SIROVINE ZA PROI1ZVODNJU BIOETANOLA

Bioetanol se moze proizvesti fermentacijom iz svih sirovina koje sadrze Secere (ili
polisaharide koji se mogu razgraditi do $ecera) koje kvasac moze da previre. Seéeri koje
kvasac moze previrati su glukoza, fruktoza, saharoza i maltoza, a primenom specijalnih
kvasaca i galaktoza i laktoza. Polisaharidi koji se mogu razgraditi do ovih fermentabilnih
Secera (hemijski ili enzimski) su dekstrini, skrob, inulin, hemiceluloze i celuloze [55, 56].

Sirovine za proizvodnju etanola mogu se grupisati na sledeci nacin:

1. Secerne sirovine (3ecerna repa, $eCerna trska, voée)

2. Lignocelulozne sirovine (otpadna biljna masa)

3. Sporedni ili nus proizvodi odredenih industrija (melasa, sulfitni lug, surutka, hidrol i
dr.)

4. Skrobne sirovine (krtolaste sirovine - krompir, sladak krompir i kasava; i Zitarice -

kukuruz, pSenica, jeCam, raz, sirak, tritikale).

Kada se razmatra mogucnost industrijske proizvodnje bioetanola na odredenim
sirovinama moraju se uzeti u razmatranje faktori kao $to su koncentracija ugljenih hidrata
(tj. koli¢ina etanola koja se moze dobiti iz jedinice tezZine sirovine), zatim cena i dostupnost
sirovine, kao i cena tehnoloskog postupka za proizvodnju etanola na odredenoj sirovini
[34]. Cena i dostupnost razli¢itih sirovina se razlikuje u razli¢itim delovima sveta, pa
samim tim svaka zemlja se opredeljuje za koris¢enje onih sirovina kojih ima najvise u
njenom geografskom i klimatskom podru¢ju. Na primer, u Severnoj Americi i Evropi
industrijska proizvodnja etanola je zasnovana na skrobnim sirovinama u skladu sa agro-
ekoloskim uslovima. U Brazilu, kao jednom od najvecih proizvodaca etanola u svetu,
najzastupljenija sirovina je Secerna trska. Znacajna karakteristika svake sirovine je i prinos
po jedinici obradive povrsine §to znatno varira od klime, osobina zemljista i primenjenih
agrotehnickih mera. Pored toga, bitni su i1 duzina vegetacionog perioda odredenih kultura,
zahtevi za gajenje na zemljiStu odredenog kvaliteta, mogucnost skladistenja (kako bi se

omogucio kontinualan rad industrijske proizvodnje) itd. [4]. Kako bi se izvrSilo poredenje
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najvaznijih predstavnika Secernih, skrobnih i lignoceluloznih sirovina i razmotrile njihove

prednosti i mane, u tabeli 2.1. su prikazani njihovi osnovni parametri [4, 18, 24].

Tabela 2.1. Osnovni parametri pojedinih Sec¢ernih, skrobnih i lignoceluloznih sirovina za

proizvodnju etanola kao goriva [4, 18, 24]

Specificno . God.is,nje. Cena
. ) . . iskoris¢enje Cena ) .
o Prinos, iskoriscéenje Odnos o proizvodnje
Sirovina etanola na ) sirovine, .
t/ha etanola na .. output/input anhidrovanog
o povrsinu, US$/kg
sirovinu, I/t etanola USY$/I
I/ha-god
Secerna trska | 44 1599 68-70 5.345-9.381 2,5-10,2 0,0100 0,1980
(Brazil)
Seéerna repa 66-78 80-100 5.000-6.600 1,9 0,170 0,4910
Kukuruz
6-10 350-460,6 6.600 1,34-1,53 0,076 0,2325
(SAD)
PSenica 1,5-3,0 340-370 1.020-3.214 2,24-2,84 0,188 0,402
Krompir 17-20 100 1.700-2.000 - 0,020 1,330
Sirak 1-6 340 340-2.040 - 0,149 0,386
Sirak Seéerac 25-35 68-86 1.700-9.030 - - -
Kasava 20 180 3600 - - -
Slama 1,93-3,86 170-261 - - - 0,651

Ukoliko se uporedi energetski sadrzaj (odnos energije output-a i input-a) Secerne

trske i kukuruza (tabela 2.1.) mozZe se videti da Secerna trska ima znacajnu prednost.

Medutim, i ostali parametri se moraju uzeti u obzir. Naime, specifi¢no iskoriS¢enje etanola

na sirovinu (tj. koli¢ina etanola koja se moze dobiti iz jedinice tezine sirovine) je oko pet

puta vece kod kukuruza nego kod Secerne trske, s obzirom na vecu koli¢inu fermentabilnih

Secera koji se mogu osloboditi iz skrobne sirovine tj. kukuruza. S druge strane, godisSnje

iskori$éenje etanola po jedinici obradive povrSine (izrazeno u jedinicama I/ha-god) na kojoj

se uzgaja kukuruz je manje nego u slucaju Secerne trske, Sto zahteva i zasejavanje vecih

obradivih povrsina sa kukuruzom. Seéerna repa ima znatno manje specificno iskoriSéenje

etanola na sirovinu u odnosu na kukuruz, ali posto je prinos etanola po jedinici povrSine

mnogo veci nego kod kukuruza onda je 1 godiSnje iskoriS¢enje etanola na povrSinu vece.
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Ako se razmatraju ukupni troskovi proizvodnje etanola (primenom postojecih
komercijalnih tehnologija) vise od 40% c¢ine troskovi sirovine. Kori§¢enjem Secernih
sirovina, kao §to je Secerna trska, mogu se znatno umanyjiti troskovi proizvodnje s obzirom

na nisku cenu Secerne trske u odnosu na skrobne sirovine (tabela 2.1.).

2.1. SECERNE SIROVINE

Najznacajnije Secerne sirovine za proizvodnju bioetanola su: Secerna repa, Secerna
trska i topinambur.

Secerna repa i Seéerna trska se tradicionalno koriste za proizvodnju Seéera. Inace,
zbog visokog sadrzaja saharoze one predstavljaju sirovine koje su pogodne za proizvodnju
bioetanola. Secerna repa je vrlo rasprostranjena biljka i prilagodljiva razli¢itim klimatskim
Secera saharoze. Sadrzaj saharoze u Secernoj repi je od 12 do 25% u zavisnosti od sorte,
sastava zemljiSta, uslova vegetacije i dr. Kori$¢enje Secerne repe za proizvodnju bioetanola
zavisi od njene trenutne cene i podobnosti za rast na odredenim podnebljima i klimatskim
uslovima [4]. Cena proizvedenog etanola na Secernoj repi je jos uvek nekonkurentna ceni
bioetanola proizvedenog na Seéernoj trsci ili kukuruzu (tabela 2.1.).

Secerna trska raste u tropskim krajevima sveta, i najznaGajnija je sirovina za
proizvodnju bioetanola u Brazilu. Kao i kod Secerne repe osnovni sastojak je saharoza (70-
91%), a pored ovog Secera sadrzi i glukozu (2-4%) i fruktozu (2-4%) [4].

Topinambur (Jerusalimska arti¢oka) vodi poreklo iz Severne Amerike, a u XVII
veku je prenet u Evropu. Prednosti ove biljke su njena visoka produktivnost i relativno
visok sadrzaj ugljenih hidrata (uglavnom inulina) u njenoj krtoli. Inulin je polisaharid koji
se sastoji od ostataka fruktoze, i za razliku od skroba lakse se razgradjuje do Secera koje
kvasac moze da previre [4]. Topinambur ima puno dobrih osobina koje je ¢ine pogodnom
za proizvodnju bioetanola, a to su pre svega rezistencija na biljne StetoCine i na niske
temperature, mali zahtevi u toku kultivacije i moguénost gajenja na siromasnom tzv.
marginalnom zemljistu [55]. U Vojvodini su vrSena ispitivanja kori§¢enja topinambura kao

sirovine za proizvodnju etanola (na tri lokaliteta: Backi Petrovac, Vladimirovac i Jasenovo)
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1 poredenjem sa ostalim koriS¢enim skrobnim i Seernim sirovinama ostvareni su veoma
visoki prinosi. Medutim, topinambr se nece gajiti na plodnom zemljiStu u nasoj zemlji 1
pored ostvarenih visokih prinosa, jer takva zemljista treba da sluze za gajenje osnovnih
ratarskih kultura. Zbog toga je topinambur veoma zahvalna sirovina koja uspeva i na

neplodnom, peskovitom zemljistu [57, 58].

2.2. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignocelulozna biomasa ukljucuje biljnu i drvnu biomasu, otpadnu poljoprivrednu
biomasu, otpatke iz proizvodnje papira i dr. Pod opstim nazivom lignocelulozna biomasa
podrazumeva se kompleksna biomasa koja sadrzi celulozu (~45% na suvu materiju),
hemicelulozu (~30% na suvu materiju) i lignin (~25% na suvu materiju). Celuloza
predstavlja polimer glukoze koja je povezana [-1,4 glikozidnim vezama. Stepen
polimerizacije celuloze zavisi od sirovine i prose¢no iznosi od 2.000 do 27.000 glukoznih
jedinica [59]. Hemiceluloze predstavljaju ugljenohidratne polimere koji pored heksoza
sadrZe i pentoze (Stepen polimerizacije je oko 200). Hemiceluloze mogu hidrolizovati do
slede¢ih monomernih komponenata: glukoza, manoza, galaktoza, ksiloza, arabinoza i
manjih koli¢ina ramnoze, glukouronske, metilglukouronske i galaktouronske kiseline [4].
Lignin koji je prate¢i sastojak lignocelulozne biomase je nerazgradljiv sastojak i ne moze
se fermentisati do etanola, pa samim tim ometa efikasnu hidrolizu do glukoze [60]. Lignin
je veoma kompleksan molekul sastavljen iz fenilpropanskih jedinica. Hemijske veze
izmedu celuloze, hemiceluloze i lignina su estarske, etarske 1 glikozidne. Etarske veze su
stabilnije od estarskih veza izmedu lignina i ugljenih hidrata [4].

Lignocelulozne sirovine se mogu podeliti u Sest grupa [18]:

« otpadna poljoprivredna biomasa (ostaci nakon Zetve kukuruza, Secerne trske i

sirka, slama, ostaci pirin¢a, pulpa i koStice maslina i sl.)

+ tvrdo drvo (jasika, topola i sl.)

* meko drvo (bor, omorika i sl.)

 celulozni otpaci (novine, stara hartija, karton i sl.)

* biomasa razli¢itih trava (lucerna i sl.)
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* komunalni ¢vrsti otpad

Ova biomasa predstavlja najveéu i svima dostupnu sirovinsku bazu. Smatra se da
lignocelulozna biomasa ¢ini oko 50% ukupne svetske biomase i njena godiSnja
proizvodnja se procenjuje na oko 10-50 milijardi tona [61]. Pretpostavlja se da ¢e u bliskoj
buduénosti biti najzastupljenija i najperspektivnija u industrijskoj proizvodnji bioetanola
(druga generacija biogoriva). Lignocelulozne sirovine se i danas koriste, u nekim zemljama
(Severna Evropa, Kanada, USA), mada u manjem obimu. Na dana$njem nivou razvoja
tehnologije, konverzije ovih sirovina do fermentabilnih Sec¢era su niske i procesi su
ekonomski nepovoljni, ali se zbog niske cene i velike dostupnosti polazne sirovine danas
veoma ulaze u razvoj i unapredenje ovih tehnologija. Jedna od znacajnih prednosti
koriS¢enja ove sirovine je 1 Sto nije u direktnoj vezi sa proizvodnjom hrane, kao $to su to
razne zitarice i skrobne sirovine. Medutim, najvec¢i problem je priprema za fermentaciju
zbog kompleksnosti hemijske strukture lignocelulozne biomase. Da bi se navedeni
polimeri razlozili neophodan je prethodni predtretman kako bi se omogucila dalja
razgradnja polimera do prostih jedinica. Razrada ovog postupka bi omogucéila neograni¢enu
proizvodnju etanola [4]. Predtreman se moze vrsiti fizickim putem (mlevenje, sitnjenje,
piroliza), fizicko-hemijskim putem (ozonoliza, hidroliza kiselinama ili bazama na visokim
temperaturama, oksidativna delignifikacija i vlazna oksidacija) ili bioloskim putem
(predtretman glijvama koje razlazu lignin) [18].

U svetu su vrSena ispitivanja primene razli¢itih interesantnih lignoceluloznih
materijala, kao $to su slama pirin¢a [62], ostaci stabljika i lis¢a kukuruza [63, 64], papir
[65], mahula cvece (Madhuca latifolia L.) [66], topola, eukaliptus i slama [67], trava
lucerna [68], zelena salata i zumbul [69], stabljike suncokreta [70] i dr. Medutim,
proizvodnja etanola iz lignoceluloznih materijala je ispod nivoa ekonomic¢nosti koja se
postize na skrobnim sirovinama. U buduénosti (do kraja 2015. god.) se ocekuje da cena
etanola dobijenog iz lignoceluloznih sirovina bude najniza u odnosu na primenu drugih
sirovina (0,140 US$/1) [4].
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2.3. NUS PROIZVODI RAZNIH TEHNOLOGIJA

Prednosti koriS¢enja ovih sirovina u proizvodnji bioetanola su niske cene i
pozitivan ekoloski efekat (smanjenje zagadenosti). Medutim, nedostaci su niska
koncentracija Secera koja je nedovoljna za ekonomi¢no dobijanje bioetanola, neophodnost
dodavanja nutrijenata i konkurencija sa uspostavljenim trziStima sto¢ne hrane i
nusproizvoda [4]. Nusproizvodi koji se Kkoriste za proizvodnju bioetanola su: melasa
Secerne repe i SeCerne trske, otpadne vode iz industrije skroba, otpadni sulfitni rastvori i
surutka.

Melasa se dobija kao sporedni proizvod pri proizvodnji Secera iz Secerne repe ili
SeCerne trske (predstavlja sirup koji nastaje pri poslednjem stepenu kristalizacije u
postupku prerade Secernih sirovina). Melasa predstavlja gustu, viskoznu tecnost,
karakteristiénog mirisa sa minimalnim sadrzajem suve materije 75% 1 sadrZajem saharoze
iznad 46%. Specifi¢no iskori$¢enje etanola na sirovinu je sli¢no i kod melase Secerne repe i
melase Secerne trske i u opsegu je od 250 do 330 I/t [4]. Melasa je sirovina koja se
tradicionalno i dugo koristila za proizvodnju alkohola, medutim danas ona ima relativno
visoku cenu i na raspolaganju su ograni¢ene koli¢ine koje su uslovljene proizvodnjom
SecCera. Takode, za melasu, kao kompleksnu sirovinu sve viSe konkuriSe i savremena
biotehnoloska proizvodnja organskih kiselina, aminokiselina, rastvaraca, vitamina,
antibiotika 1 proizvodnja pekarskog kvasca. ReSavanje problema visoko zagadenih
otpadnih voda i drugih ekoloskih problema koji se javljaju pri proizvodnji etanola iz melase
zahteva znacajna ulaganja, §to smanjuje rentabilnost takve proizvodnje. Problem je takode i
tendencija pada proizvodnje Se¢eme repe kod nas i u svetu, tako da je usmeravanje
proizvodnje etanola ka ovoj sirovini neizvesno [71]. Melasa je prema postoje¢im
procenama u Srbiji deficitarna sirovina i morala bi se uvoziti u cilju veée proizvodnje
bioetanola.

Sulfitni lug je sporedni proizvod sulfitnog postupka prerade drveta. Njegov sastav
zavisi od vrste drveta. Sulfitni lug Cetinara je pogodniji za proizvodnju bioetanola, jer

sadrzi heksoze, za razliku od sulfitnog luga listopadnog drveéa koji sadrzi pentoze i
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pogodniji je za proizvodnju biomase [72]. Vrednost specifi¢nog iskori$¢enja etanola na
sirovinu je veoma niska i iznosi oko 1 I/t [4].

Surutka predstavlja te¢nu frakciju koja zaostaje talozenjem kazeina pri proizvodnji
sira. Razlikuje se surutka (kiselinsko taloZenje) i mle¢ni serum (enzimsko taloZenje).
Sadrzi 70-80 % na suvu materiju laktoze u kojoj je prisutna S - galaktozidna veza izmedu
glukoze i galaktoze koju mogu da raskinu kvasci: Candida pseudotropicalis, Candida kefyr,
Kluyveromyces lactis, Saccharomyces fragilis [72]. Dobar je izvor biotika, a specificno
iskori$¢enje etanola na sirovinu iznosi 20 1/t [4].

Hidrol (zitna melasa) zaostaje nakon proizvodnje kristalne glukoze iz skroba.
Hidrol je sa stanovista mikroorganizama siromasan u hranljivim sastojcima. Sadrzi gotovo
77% Secera u suvoj masi, minimalne koliine vitamina i faktora rasta, a ne sadrzi izvore
azota. Ostatak ¢ine razliciti oligosaharidi nastali reverzijom, koje kvasci ne mogu da koriste.

Zbog toga se hidrol podvrgava enzimskoj hidrolizi [72].

2.4. SKROBNE SIROVINE

U proizvodnji etanola koriste se slede¢e skrobne sirovine: a) krtolaste sirovine
(krompir, sladak krompir i kasava) 1 b) zitarice (kukuruz, pSenica, jeCam, raz, sirak i
tritikale).

Krompir je kao sirovina za proizvodnju bioetanola pod znakom pitanja zbog
relativno visoke cene i sezonskog rada postrojenja. Upotreba krompira za dobijanje etanola
je opravdana u slucaju postojanja znacajnih koli¢ina otpadnog materijala pri preradi
krompira, kao i u oblastima sa velikim trzi$nim viskovima krompira [73]. Najvise se koristi
u proizvodnji etanola u Nemackoj i Isto¢noj Evropi. Krompir pored skroba (12-21%) sadrzi
1 manje koli¢ine Secera (saharoze, glukoze 1 fruktoze) [4].

Kasava (tapioka ili manioka) je tropska biljka koja ima krtolu sa znacajnim
sadrzajem skroba od 80-89% i sadrzajem ukupnih Secera od 3,6-6,2% [4]. Glavne oblasti
proizvodnje su Isto¢na i Zapadna Afrika, Brazil, Indija, Indonezija, Madagaskar, Malezija,
Tajland 1 Filipini. PoSto je ova biljka nestabilna (ne moze se dugo skladistiti) preporucuje

se kori$¢enje odmah nakon Zetve, ili se susi i melje radi dobijanja suvog skrobnog brasna.
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Posto manioka sadrzi toksi¢ne koli¢ine cijanogenih glukozida, potrebno je pre proizvodnje
bioetanola prethodno izvrSiti njenu detoksifikaciju (aeracijom). Prednosti kasave kao
sirovine za proizvodnju etanola su: visok prinos etanola po hektaru zemljista, nizak kvalitet
zemljiSta potreban za uzgajanje i visoka otpornost na susu i bolesti [55].

Koris¢enje zitarica, koje se tradicionalno koriste u ishrani, za proizvodnju etanola
moze se opravdati postizanjem znafajno nize cene proizvodnog postupka razgradnje
skroba i prevodenja u fermentabilne Se¢ere. Kukuruz i pSenica zbog visokih i stabilnih
prinosa, ekonomi¢ne proizvodnje, viskova na svetskom trzistu (posebno SAD, Brazil i
EU) i relativno stabilne cene, postaju najznacajnije skrobne sirovine za proizvodnju etanola.
Savremene tehnologije omogucavaju da se zitarice do kraja iskoriste, tako da se pored
visokih prinosa etanola, proizvode i stocna hraniva koja su po vrednosti identi¢na vrednosti
sirovine, generise se energija koja se koristi U pogonu, a dobija se i CO2 koji se koristi u
prehrambenoj industriji. PSenica sadrzi oko 60% skroba i 11,7% sirovih proteina. Ukoliko
sadrzi vise od 13% sirovih proteina javljaju se problemi u vidu stvaranja pene prilikom
fermentacije. Veoma se Cesto koristi kao sirovina za proizvodnju etanola u Nemackoj [4].
U na$oj zemlji je vrSeno ispitivanje moguce upotrebe domace sorte pSenice Kantata kao
sirovine za proizvodnju etanola. Ova sorta nije bila pogodna za koris¢enje u pekarskoj
industriji pa je usmerena u proizvodnju etanola [74].

Srbija ima razvijenu poljoprivrednu proizvodnju i proizvedene koliine zitarica
potpuno zadovoljavaju i prevazilaze domace potrebe za ljudskom i stocnom hranom. U
stru¢nim krugovima se procenjuje da su trzi$ni viskovi zitarica oko 1.000.000 tona [75].
Da bi se proizvelo oko 100.000 tona bioetanola, koliko je procenjeno da je potrebno da bi
se u naSoj zemlji obezbedio dodatak bioetanola od 10% u goriva, bilo bi potrebno oko
330.000 tona zitarica. Ovo predstavlja oko 33% trzisnih viskova zitarica ili svega oko 2-
4% ukupne proizvodnje zitarica (zavisno od godiSnje proizvodnje zitarica). Od Zitarica se u
nasoj zemlji najvise proizvode kukuruz i pSenica Cija je proizvodnja u 2008. godini bila
6,54 i 2,12 miliona tona, respektivno [76].

Jecam i raZ su Sirovine kojima je obi¢no posveceno mnogo manje obradive
povrsine od drugih Zitarica. Oni daju manji prinos po zasejanoj povrsini i obi¢no se koriste
za proizvodnju alkoholnih pi¢a, a njihovo koriS¢enje za proizvodnju bioetanola kao
biogoriva se moze opravdati samo u slucaju oste¢enih zrnevlja. Prosecan sadrzaj skroba u

je¢mu iznosi 63%. Nedostatak je¢ma kao sirovine u proizvodnji etanola je visok sadrzaj
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glukana koji povecavaju viskozitet podloge pa neophodno posebno tretiranje za pripremu
podloge [4].

Tritikale je hibrid pSenice i razi. Za razliku od ostalih zitarica moze da razgradi
sopstveni skrob, jer ima relativno visoku sopstvenu autoamiloliticku aktivnost. Neke vrste
imaju i proteoliticku aktivnost. Prednosti koris¢enja ove zitarice su Sto dobro podnosi niske
temperature, otporan je na biljne bolesti, moze se uspe$no kultivisati u ekstenzivnim
uslovima 1 na marginalnom zemljiStu, 1 po prinosu ne zaostaje za hlebnim sortama pSenice.
Proces proizvodnje etanola iz tritikalea je znatno jeftiniji od procesa u kome se kao
sirovine koriste pSenica ili raz [4]. U nasoj zemlji su vrSena ispitivanja devet sorti tritikalea
koji se pokazao kao perspektivna sirovina. Zbog razvijenog autoamiloliticCkog enzimskog
sistema proizvodnja etanola je uspe$no izvedena fermentacijom sa Saccharomyces
diastaticus bez prethodne saharifikacije [77].

Sirak obuhvata veci broj kulturnih i divljih biljaka. Kulturni sirkovi se gaje na svim
kontinentima — najveci proizvodaci su Indija, Kina i SAD, mada se moze gajiti i kod nas
(nasa zemlja spada medu poslednje u Evropi) [78]. Osobine koje ga Cine pogodnim za
proizvodnju bioetanola su dobra adaptivnost na razliCite poljoprivredne regione Sveta,
otpornost na susu i mali zahtevi za dubrenjem i za ulaganjem u agrotehniku. Ova biljka
sadrzi 1 Secer 1 skrob. Sadrzaj skroba u sirku od oko 74% je slican kao kod kukuruza, a
znatno visi od sadrzaja skroba u pSenici. Sirak ima relativno visoku vrednost specificnog
iskori$¢enja etanola na sirovinu od 340 1/t (tabela 2.1.), sli¢cno kao kod kukuruza, medutim
prinos etanola po hektaru obradive povrSine je veoma nizak (1-6 t/ha). Sirak za zrno je
najvaznija zitarica u tropskoj Africi, ali se gaji i u Arabiji, Indiji i juznim delovima Evrope.
Sirak za zrno sadrzi oko 62-65% skroba, a njegovom konverzijom do fermentabilnih
Secera i fermentacijom se moze ostvariti prinos etanola sli¢an kao kod kukuruza [55].

Batata je veoma sli¢na krompiru, ali ima znatno vece krtole. Gaji se u tropskim
oblastima i predstavlja vaznu zivotnu namirnicu. Prose¢ni prinos po hektaru za batatu
iznosi 10-15 t/ha, a specifuc¢no iskoris¢enje etanola na sirovinu oko 130 1/t [4].

U nasoj zemlji kao sirovine za proizvodnju bioetanola za gorivo sagledavaju se
prvenstveno skrobne sirovine (kukuruz, viskovi pSenice i krompir), a zatim i namenski
proizvedene sirovine uzgojem na marginalnom zemljistu (hibridni sirak, topinambur i

tritikale). Da bi se ostvarila ekonomicna proizvodnja etanola iz ratarskih kultura, nuzan
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preduslov je kompletno iskoris¢e nje sporednih proizvoda, u prvom redu dzibre, sa

osnovnom njenom primenom za sto¢nu hranu.

2.4.1. Kukuruz kao sirovina za proizvodnju bioetanola

Kukuruz (botanicko ime Zea mays) je jednogodisnja biljka iz porodice Poaceae
koja daje zrnast plod, zute ili bele boje, proseéne visine oko 2,5 m (mada neke sorte mogu
biti i visine oko 6m). Poti¢e iz Srednje Amerike, a u Evropu je prenet krajem XV i
pocetkom XVI veka. Kukuruzno zrno gradeno je iz cetiri osnovna dela: korena zrna,

kosuljice, klice, brasnastog i roznatog endosperma, §to je prikazano na slici 2.1. [71, 79].

¢ini oko 82% suve
materije zrna i predstavlja izvor
skroba, proteina i masti. Postoji
brasnasti endosperm koji se
nalazi u gornjem delu zrna u
predelu  klice, i  staklasti
endosperm koji se nalazi ispod

je tanka opna koja
obavija celo zrno i ima zatitnu
funkciju. Tezinski ¢ini 5,5-
6,3% zrna i po hemijskom
sastavu je uglavnom celuloza.

se nalazi u donjem delu
zrna iznad korena i prostire se
do 2/3 visine zrna. Hemijski je
uglavnom sastavljena od masti,
proteina i ugljenih hidrata i ¢ini
10-14% tezine zrna. Klica
sadrzi 1 vazne enzime, vitamine
i minerale neophodne za rast
biljke.

kosuljice, obavija celo zrno i daje
mu ¢vrstinu.

je deo kojim je zrno
vezano za klip i preko koga prima
hranu. Po hemijskom sastavu je
uglavnom celuloza i ¢ini 1-2%
tezine zrna. Koren §titi klicu, ali
nije ¢vrsto vezan za ostale delove
zrna pa moze ostati i na klipu.

Slika 2.1. Grada kukuruznog zrna [71, 79]

Hemijski sastav kukuruznog zrna moze biti veoma razliit i zavisi od sorte
kukuruza, klimatskih uslova, primenjenih agrotehnickih mera, sastava zemljiSta itd. U

tabeli 2.2. prikazane su srednje vrednosti sastava suSenog i skladiStenog zrna kukuruza [4].
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Tabela 2.2. Prosecan hemijski sastav suSenog i skladiStenog kukuruza [4]

Komponenta Sadrzaj, %
Voda 15,1
Skrob 62,6
Sirovi proteini 8,4 3
Sirova vlakna . 240 ’T
Masti 3,1 LAS
Pepeo 110 1,5 g

Uzimajuéi u obzir tri osnovne sorte kukuruza, brasnaste sorte su bogatije skrobom i
mastima od staklastih koji imaju viSe proteina. Zuban kukuruz je u sredini po sadrzaju
skroba, ali ima manje masti od druge dve sorte kukuruza. U kukuruznom zrnu se nalaze tri
osnovne vrste proteina: zein (4,21%), globulin (1,99%) i glutelin (3,25%), koji svojim
osobinama i ponaSanjem pri preradi utiCu na kvalitet skroba i tehnoloski tretman. Zrno
sadrzi slede¢e minerale: Ca, P, K, Fe, Mg, Na, Cl, S; i vitamine: karotin, vitamin A, tiamin,
niacin, riboflavin, pantotensku kiselinu, vitamin E [71].

Prosecni hemijski sastav osnovnih delova zrna staklastog kukuruza (izraZzen u % na

suvu materiju) prikazan je u tabeli 2.3. [71, 79].

Tabela 2.3. Raspored hranljivih materija po osnovnim komponentama zrna kukuruza [79]

Sastavni deo Endosperm Klica Kosuljica

Skrob 98,0 1,4 0,6

Proteini 74,8 22,4 2,8

Masti 14,5 83,7 18

Rastvorni ugljeni hidrati 28,1 70,2 1,7

CeIquza,_hemiceIquza 27.0 219 511
lignin

Soli 16,5 79,7 3,8
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Kao $to varira hemijski sastav zrna u celini, tako varira i hemijski sastav glavnih
delova zrna — endosperma, klice i koSuljice, $to se moze videti iz tabele 2.3. Glavni deo
skroba i proteina nalazi se u endospermu zrna, dok su masti, Seceri i soli pretezno
koncentrisani u klici. U koSuljici se nalazi pretezan deo celuloza, hemiceluloza i lignina.

Kukuruz zbog visokih i stabilnih prinosa, ekonomicne proizvodnje, viskova na
svetskom trziStu 1 relativno stabilne cene, predstavlja jednu od najceS¢e koriS¢enih
skrobnih sirovina za proizvodnju etanola. Najveca proizvodnja kukuruza je u SAD-u
(42%), zatim u Aziji (26%), Evropi (12%) i Juznoj Americi (9%). U svetu se prosecno
proizvodi 520 Mt kukuruza godisnje [80]. Kukuruz predstavlja osnovnu sirovinu za
proizvodnju bioetanola u SAD [19].

U Srbiji je proizvodnja kukuruza u 2008. godini iznosila 6,54 miliona tona, dok su
domace potrebe od 4-4,5 miliona tona [76]. Prema tome, u nasoj zemlji postoji mogucnost
proizvodnje znatnih viSkova kukuruza pa je ovo znadajna potencijalna sirovina za
proizvodnju bioetanola, $to bi oslobodilo nasu zemlju uvoza od oko 2,5 miliona tona nafte
[71, 81]. Takode, u nasoj zemlji Klimatski uslovi pogoduju gajenju kukuruza, pa ova
kultura ima znacajan udeo U setvi zitarica. U Srbiji je oko 67% ukupne obradive zemlje
zasejano zitaricama, od cega je 1,28 miliona hektara zasejano kukuruzom a svega 488
hiljada hektara psenicom u 2008. god. [76]. U poredenju sa drugim Zitaricama i godiSnjom
proizvodnjom drugih poljoprivrednih kultura koje predstavljaju potencijalnu biomasu za
proizvodnju etanola kukuruz predstavlja najviSe zastupljenu sirovinu.

Danas u svetu postoji veliko interesovanje za uzgajanje hibrida kukuruza ¢ijom bi
se primenom kao sirovine poboljsala proizvodnja etanola. Razvijeni su hibridi sa ve¢im
sadrzajem fermentabilnih Sec¢era. U Americi, dve velike kompanije ,,Pioneer i
,Monsanto*, ulazu napore da identifikuju i razviju nove hibride kukuruza, ispitaju uticaj
sredine na njihov rast, kao i uticaj sorte kukuruza na sastav korisnih sporednih proizvoda.
Obe kompanije imaju komercijalne sorte kukuruza specijalno namenjene samo za
proizvodnju bioetanola ¢ijim koris¢enjem je moguce ostvariti prinos etanola do 4% vise
nego kod klasi¢nih sorti kukuruza ($to bi za proizvodnju etanola od 150 Ml godisnje
znacilo povecanje profita od 1-2 miliona dolara). Dalja istrazivanja bi trebalo da
podrazumevaju modifikaciju osobina skroba i drugih kompleksnih ugljenih hidrata u
genetski modifikovanom kukuruzu [82]. Kod nas, u Institutu za kukuruz u Zemun Polju,

ispitivani su i razvijeni hibridi kukuruza (sa oznakom ZP, NS i PKB) koji nam, pored
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klasi¢nih sorti, pruzaju moguénost ispitivanja njihove primene radi poboljsanja

ekonomicnosti proizvodnje etanola.

2.4.2. Skrob

Skrob je prirodni polimer monosaharida o-D-glukoze velikog stepena
polimerizacije (osnovni gradivni elementi su ostaci a-D-glukoze povezani glikozidnim
vezama). Njegova bruto formula je (CsH100s), [83].

Skrob spada u grupu osnovnih biljnih rezervnih ugljenih hidrata. U biljkama se
javlja u obliku karakteristi¢nih zrnaca. Zrna skroba razli¢itih biljaka razlikuju se po obliku,
veli¢ini i drugim fizi¢kim karakteristikama. Skrob krompira je najkrupniji, a najsitniji je
kod pirin¢a 1 prosa. Kukuruzni skrob poseduje zrna u dva oblika u zavisnosti od porekla.
Brasnaste sorte kukuruza imaju uglavnom okrugla zrna, dok su kod staklastih sorti
poliedarskog oblika. U zavisnosti od vrste biljke veli¢ina zrna skroba varira od 3 do 50 um.
Kod kukuruza veli¢ina zrna skroba je od 5 do 25 um [71, 84]. Na slici 2.2. je prikazana

mikroskopska slika zrna skroba u kestenu, kukuruzu i kasavi [85].

Slika 2.2. Zrna skroba u: a) kestenu, b) kukuruzu i c) kasavi

Frakcionisanjem prirodnog skroba utvrdeno je da je on visokopolimerno jedinjenje
koje se sastoji iz dva molekula - amiloze i amilopektina. Sadrzaj amiloze u skrobu zavisi
od vrste biljke i varira u Sirokim granicama, od 14-27% (w/w) [84]. lako su i amiloza i
amilopektin izgradeni samo od a-D-glukoze kao monosaharidne komponente, medusobno

se znatno razlikuju (tabela 2.4.) [83].
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Tabela 2.4. Razlike u ponasanju amiloze i amilopektina [83]

Amiloza Amilopektin
Razlaganje B-amilazom ~100% ~50%
Stepen polimerizacije 600-1.600 >10.000
Reakcija sa jodom tamno plavo obojenje purpurno_l |.crveno
obojenje
Kompleks sa n-butanolom gradi ne gradi
Adsorpcija na celulozi dobra slaba
Odnos neredukuucih i 11 100n:1
redukujucih krajnjih grupa

Amiloza je dug savitljiv lan¢ast makromolekul sa 600-1.600 glukozidnih jedinica, u
piranoznom obliku, vezanih samo a-1,4-glikozidnim vezama. Odnos redukujuéih i
neredukujucih krajnjih grupa je 1:1. Razlaganje sa B-amilazom je skoro potpuno, Sto
ukazuje da je amiloza nerazgranat molekul. Amiloza sa jodom daje plavo obojenje, a
intenzitet obojenja varira u zavisnosti od duzine niza amiloze. Kompleksi sa n-butanolom,
masnim kiselinama, nitrobenzolom i timolom odlikuju se slabom rastvorljivos¢u i dobrom
kristalizacijom, Sto je tehnicki iskoris¢eno za izdvajanje amiloze iz skroba. Polisaharidni
niz amiloze je u vidu zavojnice, ¢iji je precnik dovoljno velik da moze da primi molekule
joda i n-butanola [83].

Amilopektin je druga frakcija skroba i predstavlja razgranati polimer a-D-glukoze
povezanih o-1,4-glikozidnim vezama, ali i a-1,6-glikozidnim vezama koje izazivaju
grananje molekula. Stepen polimerizacije je preko 10.000. Dejstvom B-amilaze razlaze se
priblizno oko 50% od ukupne mase molekula, $to ukazuje na to da se radi 0 veoma
razgranatom sistemu. Amilopektin ne gradi komplekse sa organskim rastvara¢ima, a Sa
jodom gradi komplekse crvene boje [83].

Na slici 2.3. prikazane su strukture amiloze i amilopektina [86].
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Slika 2.3. Strukture amiloze i amilopektina [86]
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3. TEHNOLOGIJA PROZVODNJE BIOETANOLA

3.1 OSNOVNE FAZE PROIZVODNJE BIOETANOLA

Bioetanol se proizvodi fermentacijom Secera prisutnih u biomasi ili Secera
dobijenih prethodnom enzimskom konverzijom sastojaka biomase. Fermentacija Secera se
vr§i pomocu mikroorganizama, i to tradicionalno pomocu kvasaca, a u novijim
tehnologijama 1 pomoc¢u odredenih bakterija. Tehnologija za proizvodnju etanola se
razlikuje u zavisnosti od vrste primenjene sirovine (supstrata) i globalno se moze podeliti u
tri faze (slika 3.1.):

1. Prethodna obrada supstrata (priprema sirovine)
2. Fermentacija supstrata

3. lzdvajanje proizvoda (destilacija, rektifikacija, pre¢is¢avanje i obezvodnjavanje)

1. Prethodna obrada

Kukuruz: Amilaze
§krot? > Glukoza | —> Etanol
Seceri
Heksoze (Cg):
. ) Glukoza
Biomasa: Celulaze Galaktoza
Celuloza M
Hemiceluloza | —> anoza E— Etanol
LI Pentoze(Cs):
Ksiloza
Arabinoza

Slika 3.1. Upros¢ena blok-Sema dobijanja etanola iz biomase [4]
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Faza prethodne obrade supstrata ima za cilj da se skrobne ili celulozne komponente
iz biomase prevedu u fermentabilne SeCere i vrSi se pomoc¢u enzima ili Kiselina.
Fermentabilni Seceri su oni Seceri koje mikroorganizmi mogu metabolisati, odnosno
fermentisati do etanola, i to su uglavnom monosaharidi sa Sest (glukoza, fruktoza,
galaktoza, manoza) ili pet ugljenikovih jedinica (ksiloza, arabinoza), ili disaharidi
(saharoza, maltoza, laktoza) [87]. Supstrati na bazi biomase koja je bogata SeCerima, kao
na primer Secerna repa, ne zahtevaju prethodnu enzimsku hidrolizu, ve¢ se priprema vrsi
usitnjavanjem radi ekstrakcije, razblaZivanjem 1 uskladivanjem sa potrebama kvasca kako

bi se direktno izvodila fermentacija do etanola [4].

3.2. PRIPREMA SKROBNIH SIROVINA ZA ALKOHOLNU FERMENTACIJU

3.2.1. Hidroliza kukuruznog skroba

Razvijene su dve osnovne tehnoloske Seme prerade skrobnih sirovina do skroba:
postupak mokrog mlevenja i postupak suvog mlevenja. Oba ova postupka se mogu
kombinovati ili primeniti za polaznu mehani¢ku pripremu kukuruza u proizvodnji
bioetanola. Osnovne razlike su u koli¢ini i vrsti nastalih sporednih proizvoda. Postupak
mokrog mlevenja je novijeg datuma, razvijen je krajem sedamdesetih i pocetkom
osamdesetih godina XX veka. U ovom postupku se polazna sirovina (zrnevlje kukuruza ili
drugih zitarica) prvo moci radi bolje ekstrakcije sporednih proizvoda i dobijanja Cistijeg
skroba, a zatim sledi mokro mlevenje, nakon ¢ega se izdvajaju vazni sporedni proizvodi -
Klica 1 gluten. Skrobno mleko nastalo mlevenjem (sitnija zrna skroba) se preraduje u
visoko fruktozni sirup kao slede¢i znaajan sporedni proizvod. Skrobno mleko (sa
krupnijim zrncima skroba), izdrobljeni kukuruzni lom i mekinje podvrgavaju se oSecerenju
(saharifikaciji), nakon Cega slede fermentacija, destilacija i rektifikacija radi dobijanja
etanola. Izdvojeni Cvrsti (neoSecereni) deo zrna se spaja sa dzibrom, a zatim se
uparavanjem 1 suSenjem prevodi u sto¢nu hranu. U postupku mokrog mlevenja nema

otpadnih tokova, tako da je ukupno iskori$¢enje postupka 99%. TehnoloSka Sema postupka
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mokrog mlevenja i dobijanja etanola sa materijalnim bilansom i prikazom sporednih

proizvoda prikazana je naslici 3.2. [39].

KUKURUZNI
KUKURUZ LOM
408 t/l 24 t/d
- 400 t/1 T 8 t/l .
Mokro mlevenje ———  Mocenje »  Mlevenje
23,8 U/d SM -
340 t/d SM g
Klica Gluten Skrobno Mekinje Skrobno Kukuruzna
26,2 t/d SM 19,1 t/d SM mleko ,,A% 48,6 t/d SM Mleko ,.B* suspenzija
1443 t/d 78 t/d SM 51,6 t/d SM
l \ 4 l J: \
Susenje Susenje Enzimska
konverzija
l— Osecerenje
Uparavanje
Fermentacija
Destilacija
Susenje |
v v v l l l l
Klica Gluten Visoko Krmivo Etanol | Etanol 11 Pato¢na
27,9 t/d 20,7 t/d fruktozni sirup 92,7 t/d klase klase ulja
208.3 t/d 599,8 hi/d 124 hi/d 4001/d
96.2% vol. 95% vol.

Slika 3.2. Tehnoloska Sema postupka mokrog mlevenja i dobijanja etanola iz kukuruza sa

materijalnim bilansom i prikazom sporednih proizvoda [39]

Ukoliko se proizvodnja bioetanola vrSi na kukuruzu pripremljenom suvim

mlevenjem znacajan sporedni proizvod je visoko kvalitetna dzibra (koja se koristi kao

sto¢na hrana) i ugljendioksid. Danas je u svetu zastupljeniji postupak suvog mlevenja (oko

67%) s obzirom da su ukupni troSkovi po litri proizvedenog etanola dva do Cetiri puta

manji nego kod primene postupka mokrog mlevenja (koji je zastupljen svega oko 33%), a i
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sam tehnoloski postupak je jednostavniji [81]. TehnoloSka Sema postupka suvog mlevenja i
dobijanja etanola sa materijalnim bilansom i prikazom sporednih proizvoda prikazana je na
slici 3.3. [4].

Kukuruz, 1000 kg

(65-70% skroba na SM)
v

- - CO,
Mlevenje — Fermeltacua > 283kg
Enzi - . -
v nzim Destilacija —— Dehidratacija > St
. - 293 kg
Likvefakcija l
Lo . - Dzibra
f S >
lEnzim Centrifugiranje usenje > 220 kg, 90% SM
Saharifikacija l
Uparavanje > Sirup

493 kg, 30% SM

Slika 3.3. Tehnoloska Sema postupka suvog mlevenja i dobijanja etanola iz kukuruza sa

materijalnim bilansom i prikazom sporednih proizvoda [4]

Kukuruz sadrzi preko 70% ugljenih hidrata, od ¢ega najvise skroba, dok celuloza i
hemiceluloza ¢ine oko 2%. Prva i veoma znacajna faza u tehnoloSkom postupku
proizvodnje bioetanola je hidroliza kukuruznog skroba. Osnovni cilj hidrolize je da se
izvrsi efikasna konverzija dve polimerne komponente skroba, amiloze i amilopektina, do
fermentabilnih Secera koji se zatim mogu fermentisati do etanola pomoc¢u odredenih
vrsta kvasaca ili bakterija. U procesu hidrolize razlikuju se tri postupka: Kiselinski,
Kiselinsko-enzimski i dvojno-enzimski.

Ranijih godina je uglavnom koris¢ena hidroliza skroba kiselinama, ali je to
zahtevalo velike utroSke energije, postojanje sporednih proizvoda, teSsku kontrolu
procesa itd. Kiselinska hidroliza se izvodi pomo¢u sumporne ili hlorovodonic¢ene
Kiseline i zagrevanjem skrobne suspenzije (sa sadrzajem suve materije od 30-40%) na
temperaturu od 100 do 148 °C pri pH vrednosti od 1,5-2. Dejstvom kiselina moze se
izvrsiti parcijalna ili potpuna hidroliza. Proizvodi parcijalne hidrolize su sirupi i
hidrolizati skroba, a totalnom hidrolizom se dobija glukoza. Dobijeni hidrolizati

pokazuju dobre filtracione osobine, ali dobijaju se i polimeri (koji boje rastvor) i visok
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sadrzaj pepela, pa postupci preciS¢avanja dodatno poskupljuju proces. Osim toga,
nespecificnost dejstva kiselina rezultira u nastajanju sporednih proizvoda kao Sto je
oksimetilfurfurol koji je nepostojan i dalje se razlaze na mravlju i levulinsku Kiselinu. Ovi
sporedni proizvodi smanjuje prinos Zeljenog proizvoda, a zbog dodatne faze precis¢avanja
proizvoda 1 velikih troSkova usled izvodenja hidrolize na visokoj temperaturi 1 pritisku
preslo se na primenu enzimskog postupka hidrolize [71].

Kod kiselinsko-enzimske hidrolize skrob se prevodi u rastvor pomocu kiseline kao
katalizatora i upotrebom poviSene temperature i pritiska. Kod ovog postupka skrobna
suspenzija (30-40% suve materije) se zagreva 5 min na temperaturi od 140 °C i podesi pH
vrednost u intervalu od 2 do 5 dodatkom kiseline, pri ¢emu se vr$i mehanicko i kiselinsko
ute¢njavanje. U slucaju suviSe niske pH vrednosti dolazi do promene obojenosti i
formiranja sporednih proizvoda, a pri suvise visokoj pH ute¢njavanje skroba je nepotpuno.
Nakon ute¢njavanja smesa se hladi do temperature od 95 °C, pH podesi na 6-6,5 i dodaju
enzimi, ¢ime nastupa faza saharifikacije. Saharifikacija se odvija u fermentorima u kojima
se vrsi viseCasovna hidroliza oligosaharida dobijenih u fazi likvefakcije, na odgovarajucoj
temperaturi. Osnovna prednost kombinovanog postupka je u tome $to se dobijaju proizvodi
koji se lako filtriraju i smanjuje se koli¢ina kori§¢enja enzima, ali znog upotrebe kiseline
takode se formiraju i sporedni proizvodi koji smanjuju kvalitet i prinos glukoze [71].

Razvoj 1 usavrSavanje tehnologije proizvodnje amilolitickih enzima od strane
kompanije "Novozymes” (Danska) doprinelo je razvoju ekonomski znatno povoljnijeg
industrijskog postupka u odnosu na prethodne postupke, koji su da bi razorili kristalnu
strukturu skroba Kkoristili termicki tretman na visokim temperaturama. Razvijen je
takozvani "dvostepeni hladni enzimski postupak™ koji se sastoji iz dve faze: likvefakcije i

saharifikacije [88].

3.2.1.1. Dvojno-enzimski postupak hidrolize skroba

Dvojno-enzimski postupak hidrolize skroba je savremeno reSenje u kojem se
koriste termostabilne amilaze koje omogucavaju hidrolizu na nizoj temperaturi i pritisku.
Prema tome, osnovne prednosti ovakvog postupka su manja potroS$nja energije | nizi
sadrzaj neglukozidnih necisto¢a. PotroSnja energije u toplom postupku razgradnje skroba

iz kukuruza iznosi 2.449 MJ/t (6-8 MJ/I etanola), dok u hladnom iznosi svega 566 MJ/t (1-
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3 MJ/I etanola) [2]. Dalje usavrsavanje postupka razgradnje skroba podrazumeva uvodenje

postupka kontinualne degradacije skroba [4].

Likvefakcija 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 o-amilaza koji vrSi utenjavanje skroba tako S$to hidrolizuje
unutra$nje a-D-(1-4)-glikozidne veze. Faza likvefakcije obuhvata: intenzivno mesanje
polazne skrobne suspenzije, podesavanje pH vrednosti koja je odgovarajuca za dati enzim i
zagrevanje smeSe na temperaturu neophodnu za likvefakciju (85-110 °C) u toku 1-1,5 h. Sa
povecanjem temperature skrob se Zelatinizira formiraju¢i gustu kasu koja dejstvom
enzima, po zavrSetku likvefakcije, prelazi u tecnu smeSu izgradenu od dekstrina
(kompleksnih secera). Cilj likvefakcije je da se smanji viskoznost suspenzije, kao i
dovodenje dekstroznog ekvivalenta do vrednosti izmedu 10 1 20 u zavisnosti od koli¢ine
dodatog enzima (dekstrozni ekvivalent DE predstavlja odnos redukujucih Secera izraZenih
kao glukoza i ukupnih ugljenih hidrata, ra¢unato na suvu materiju). Na brzinu likvefakcije
utice viSe faktora, kao §to su: temperatura, brzina meSanja, pH vrednost, vreme trajanja
likvefakcije, koncentracija supstrata, koncentracija enzima, dodatak Ca®* jona itd. [88, 89].

Druga faza hidrolize skroba je saharifikacija. U ovoj fazi se Kkoristi enzim
glukoamilaza koji vrsi dalju razgradnju skroba tako $to hidrolizuje -D-(1-4) i a-D-(1-6)-
glikozidne veze pocevsi od neredukujuceg kraja makromolekula $to dovodi do stvaranja
glukoze kao krajnjeg proizvoda [90]. Saharifikacija skroba obuhvata: hladenje smese do
optimalne temperature za glukoamilazu, podeSavanje optimalne pH vrednosti, dodavanje
odgovarajuce koli¢ine enzima uz konstantno mesanje i odrzavanje pH vrednosti sve dok se
saharifikacija ne zavrsi, S$to se utvrduje merenjem sadrzaja redukujuéih Secera odnosno
odredivanjem DE vrednosti (na kraju hidrolize DE vrednost iznosi 97-98). Faktori Kkoji
uticu na efikasno odigravanje faze likvekcije uticu takode i na fazu saharifikacije. Ukoliko
je pri kraju hidrolize koncentracija redukujucih Secera veoma visoka glukoamilaza moze
izvrsiti polimerizaciju glukoze. Pritom najée$ce nastaju izo-oblici, di- i tri- saharidi, i to
izomaltoza i1 izomaltotrioza, zbog Cega se smanjuje kvalitet i prinos Zeljenog proizvoda
[91]. Uproséena Sema hidrolize skroba pomoc¢u a-amilaze i glukoamilaze prikazana je na
slici 3.4. [92].
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Skrob

a-amilaza iz
B. licheniformis

»
>

A 4

Likvefakcija

T=85-95 °C,
pH =5,5-7,0; DE=10-20

Glukoamilaza iz
Aspergillus ili Rhizopus

>

v

Saharifikacija | T=55-60 °C,
pH=4,5-5,0; DE=95-98

v

Glukoza

Slika 3.4. Sema dvojno-enzimske hidrolize skroba [92]

3.2.1.2. Enzimi koji katalizuju hidrolizu skroba

Amilaze (amiloliticki enzimi) predstavljaju najvaznije hidroliticke enzime koji
katalizuju hidrolizu skroba. Rasprostranjeni su u biljnom i zivotinjskom svetu, i kod
mikoorganizama. Klasifikuju se u tri grupe u zavisnosti na koji tip veze deluju: a-amilaze,
B-amilaze i glukoamilaze [90].

a-amilaze (endoamilaze) raskidaju o-D-(1-4)-glikozidne veze u unutra$njosti
skroba nasumice usled ¢ega naglo opada viskozitet rastvora skroba i smanjuje se intezitet
boje kompleksa sa jodom. Kada naidu na ta¢ku grananja, tj. na a-D-(1,6)-glikozidnu vezu,
hidroliza se prekida. Rezultat dejstva a-amilaza su dekstrini sa a-konformacijom na prvom
C-atomu, pa otuda i nose naziv a-amilaze. Njihovo sistematsko ime je a-1,4-glukan-4-
glukanohidrolaza sa enzimskim brojem E.C: 3.2.1.1. [90]. Producenti a-amilaza su plesni,
kvasci, bakterije i aktinomicete, mada se uglavhom u njihovom industrijskom dobijanju
koriste plesni (Aspergillus oryzae) i bakterije (Bacillus subtilis, B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens). Prva koriS¢ena a-amilaza je amilaza iz B. amyloliquefaciens. Dalje
usavr$avanje tehnologije enzima u kompaniji ,,Novozymes“ dovelo je do primene

termostabilne a-amilaze dobijene iz B. licheniformis pod komercijalnim nazivom
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Termamyl 120L ili Termamyl SC. Amilaze iz vecine bakterija i plesni imaju pH optimum
u kiselom i neutralnom opsegu (od 5 do 7). Optimalna radna temperatura je 65-70 °C, dok
su a-amilaze iz sojeva Bacillus licheniformis stabilne i na 90 °C. a -amilaze su
metaloenzimi, koji sadrze najmanje jedan Ca®* jon. Prisustvo Ca®* jona povecava
termostabilnost a-amilaze, a preporucéene koli¢ine ovih jona su 40-60 ppm. S druge strane,
odredeni metalni joni (posebno teski metali), reagensi sa sulfhidrilnom grupom i EDTA
(etilendiamintetraacetat) mogu da izvrSe inhibiciju enzima [88, 93]. p-amilaze
(egzoamilaze) hidrolizuju o-D-(1-4)-glikozidnu vezu pocevsi od neredukujuceg kraja
makromolekula pa se zbog toga nazivaju egzoamilaze. Ovi enzimi otkidaju po jedan
molekul maltoze i usled inverzije na prvom C-atomu dobija se maltoza [-konformacije
(zbog Cega se nazivaju B-amilaze). Kao i a-amilaze, ni B-amilaze ne raskidaju o-D-(1-6)-
glikozidnu vezu i nemaju moguénost da je zaobidu. Kada se priblize mestu grananja,
hidroliza se prekida i dobijaju se grani¢ni dekstrini. Njihovo sistematsko ime je o-1,4-
glukan-4-maltohidrolaza sa enzimskim brojem E.C: 3.2.1.2. [90]. Medutim, prilikom
dvojno-enzimske hidrolize skroba kako bi se kao krajnji proizvod dobila glukoza koristi se,
kao $to je ve¢ napomenuto, Samo a-amilaza (pod komercijalnim nazivom Termamyl 120L
ili Termamyl SC firme ,,Novozymes®).

Glukoamilaze otkidaju po jedan molekul glukoze pocevsi od neredukujuceg kraja
skrobnog polimera. Pored a-D-(l,4)-glikozidne veze, ove amilaze raskidaju i a-D-(1,6) i
a-D-(1,3)-glikozidne veze. Ipak, glukoamilaza nije u stanju da u potpunosti hidrolizuje
skrob, ali ako je pored glukoamilaze prisutna i a-amilaza, skrob se u potpunosti razgraduje.
Sistematsko ime ovog enzima je a-1,4-glukan-4-glukohidrolaza sa enzimskim brojem E.C:
3.2.1.3. [90]. Temperaturni optimum je 50-60 °C, dok sa povisenjem temperature drasti¢no
smanjuje aktivnost, a ve¢ na 85 °C se u roku od 5 min inaktivise. Optimalna pH vrednost je
izmedu 4 i 5. Mnoge vrste plesni sposobne su da proizvedu glukoamilazu pod razliitim
uslovima, pri ¢emu se industrijska proizvodnja fokusira na proizvodnju iz Aspergillus
niger i Rhizopus oryzae. Najpoznatiji komercijalni nazivi su (proizvoda¢ ,,Novozymes®,
Danska): SAN Extra L (iz Aspergillus niger), Spirizyme Plus FG i AMG 300L [94]. Na
slici 3.5. Sematski je prikazan nacin delovanja a-amilaze i glukoamilaze na o-D-(1,4) i a-

D-(1,6)-glikozidne veze u molekulu skroba kao polimeru monosaharida a-D-glukoze.

58



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

.L l .L l' glucoamylase
|

¢ P 1

Slika 3.5. Nacin delovanja a-amilaze i glukoamilaze na a-D-(l,4) i a-D-(1,6)-

glikozidne veze u molekulu skroba

Uprkos mnogobrojnim prednostima u odnosu na klasi¢éne hemijske katalizatore,
Sira industrijska primena enzima je onemogucena zbog visoke cene veline enzimskih
postupaka. Naime, iako specificnost katalitickog dejstva enzima znatno pojednostavljuje i
pojeftinjuje fazu preciS¢avanja krajnjeg proizvoda, visoka cena samog enzima je Cesto
faktor koji odreduje rentabilnost kompletnog procesa. Ukoliko se koriste nativni enzimi ne
postoji moguénost ponovljenog koris¢enja, §to znacajno povecava cenu postupka. U cilju
ostvarivanja bolje ekonomicnosti 1 viSestrukog koriS€enja razvijene su 1 patentirane
razlicite tehnike imobilizacije enzima. Po definiciji, imobilisani enzimi su enzimi koji su
lokalizovani u prostornoj oblasti ograni¢enoj imaginarnom ili fizickom barijerom
propustljivom za supstrate i proizvode reakcije, koji se mogu izdvojiti iz reakcione smesSe.
Postoje i druge definicije imobilisanog enzima. Tako se pod imobilizacijom podrazumeva
prevodenje enzima rastvornog u vodi u enzim nerastvoran u vodi ili ograni¢avanje slobode
kretanja molekula enzima u prostoru Metode imobilizacije enzima mogu se svrati u Cetiri
grupe: adsorpcija, kovalentno vezivanje za ¢vrst nosaC, zarobljavanje u polimerne
supstance i inkapsulacija [95]. Najcesce koriS¢ena i ispitivana imobilizacija enzima je na
aktivnom uglju, jonoizmenjivackim smolama, zarobljavanje enzima u gelove i kovalentno
vezivanje za nosac (kao nosac najvisSe se koriste silikagel i DEAE celuloza). Za ove nosace
moguce je imobilisati amilazu i glukoamilazu, pojedina¢no ili zajedno. Imobilizacija
povecava cistocu finalnog proizvoda i smanjuje potroSnju samog enzima, kao i ukupne

troskove proizvodnje bioetanola [4, 96].
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3.2.2. Primena ultrazvuka i mikrotalasa kao predtretmana za dobijanje hidrolizata

kukuruza

3.2.2.1. Predtretman ulltrazvukom

Ultrazvuk ¢ine zvucni talasi Cija je frekvencija iznad praga cujnosti ljudi (>15-20
kHz) [97]. Glavni efekat ultrazvuka je u tome S§to vrsi akusti¢ni pritisak na fluid, pored
postojeceg hidrostatickog pritiska. Akusti¢ni pritisak je sinusoidni talas koji zavisi od
vremena, frekvencije i amplitude talasa maksimalnog pritiska [98].

Postoje tri opsega frekvencije ultrazvuka:

- ultrazvuk niskih frekvencija (16-100 kHz)

- ultrazvuk visokih frekvencija (100 kHz-1 MHz)

- dijagnosticki ultrazvuk (1-10 MHz) [98].

Primena ultrazvuka, koji obuhvata ovako sirok opseg frekvencija, moze se podeliti
u dve oblasti. Prva obuhvata koriS¢enje ultrazvuka visoke frekvencije od 1-10 MHz
(odnosno male snage) u medicini 1 dijagnostickoj analizi hrane (kao analiticka tehnika za
proveru kvaliteta, kontrolu procesa i nedestruktivnu inspekciju hrane). Druga oblast
podrazumeva primenu ultrazvuka niske frekvencije od 16-100 kHz (odnosno velike snage)
U postoje¢im procesima koji su poboljsani ovom tehnologijom i u razvijanju procesa koji
do sada nisu bili moguci sa konvencionalnim izvorima energije. Ova kategorija ultrazvuka
se koristi u procesima homogenizacije, emulzifikacije, kristalizacije, suSenja, mlevenja,
ekstrakcije, filtracije, pasterizacije, separacije Cvrste i teCne faze i fermentacije. Tek
nedavno postao je efikasno sredstvo za komercijalnu upotrebu u procesima degaziranja,
aktivacije i inaktivacije enzima, redukcije veli¢ina ¢estica i promene viskoziteta. Ultrazvuk
ima veliku primenu u nauci, medicini i industriji. lako je dugo koris¢en u istrazivanjima i
dijagnostici, glavni napredak je ostvaren poslednjih deset godina [98-101].

Ultrazvuk visokog intenziteta prouzrokuje razne promene tokom prolaska kroz
medijum. Ove promene mogu da se objasne sa nekoliko mehanizama [102]:

e Kavitacija: Akusti¢na kavitacija je formiranje, rast i implozija (unutrasnja eksplozija)
mehurica kao rezultat fluktuacije pritiska. Naime, talasi ultrazvuka nastaju delovanjem

mehani¢kih vibracija koje imaju frekvenciju veéu od 15-20 kHz. Sirenjem ovih talasa
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kroz tecni medijum dolazi do naizmeni¢nog pojavljivanja ciklusa komprimovanja
(sabijanja) 1 ekspanzije (Sirenja). Pri manjem intezitetu (i visokoj frekvenciji)
ultrazvuka dolazi do meSanja fluida i strujanja u akusticnom polju. Pri visokom
intezitetu (i niskoj frekevnciji) lokalni pritisak pada ispod pritiska pare tecnosti
prouzrokuju¢i stvaranje mehuri¢a. Dalje povecanje inteziteta izaziva negativni
dinamicki pritisak u fluidu pospeSujuci rast mehurica. Kada mehuri¢i dostignu onu
zapreminu pri kojoj ne mogu viSe absorbovati dovoljno energije dolazi do snazne
implozije mehurica. Stvaranje velikih kavitacionih mehuri¢a prouzrokuje povecanje
temperature (oko 5.000 K) i pritiska (oko 50.000 kPa) fluida. Pri ve¢im frekvencijama
(>1 MHZz) prestaje kavitacija i glavni mehanizam Kkoji se javlja je akusti¢no strujanje.
Kavitacija u te¢nostima moze da izazove brzu i potpunu degazaciju; inicira razne
hemijske reakcije tako $to generiSe slobodne radikale; ubrazava hemijske reakcije
omogucavajuéi lakSe meSanje reaktanata; pospeSuje reakciju polimerizacije ili
depolimerizacije (trajno raskidajuc¢i hemijske veze u lancu polimera); povecava brzinu
difuzije; stvara visoko koncentrovane emulzije ili ujednaceno dispergovane Cestice;
pomaze ekstrakciju supstancija (npr. enzima iz biljnih ili Zivotinjskih celija ili
mikroorganizama); vrsi sterilizaciju (mikrobicidnim delovanjem na nepozeljne
mikroorganizme); uklanja viruse iz inficiranog tkiva itd. [97, 98, 102, 103].
Zagrevanje: usled akusti¢nog strujanja i kavitacije dolazi do pobolj$anja prenosa
toplote, ¢ime se znatno moze ubrzati postupak zagrevanja proizvoda u industrijskoj
praksi [102].

Strukturalni efekti: Ukoliko se fluid izlozi dejstvu ultrazvuka visokog inteziteta moze
se uticati na njihove strukturne karakteristike, kao $to je promena viskoziteta [102].
Kompresija i Sirenje: Kada akusti¢na energija visokog intenziteta prolazi kroz ¢vrstu
materiju zvuéni talasi izazivaju niz brzih i uzastopnih sabijanja i $irenja, brzinom koja
zavisi od frekvencije. Ovaj mehanizam je poznat kao ,rektifikacinona difuzija” i
znacajan je za akusti¢no suSenje i uklanjanje vlage iz materijala. Materijali velike
¢vrstoce se dejstvom ultrazvuka ,,razbijaju” tako $to se usled akusti¢nog stresa stvaraju
mikrokanali za prolazak i uklanjanje vode. Isti mehanizam uzrokuje smanjenje ili
povecéanje pritiska na granici faza te¢no-gasovito ¢ime Se ubrzava proces isparavanja
[102].
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e Turbulencija: Ultrazvuk visokog intenziteta uzrokuje intezivno mesanje u tecnostima i
gasovima, omogucavajuci time bolju disperziju Cestica. Na granici faza te¢no-¢vrsto 1
gasovito-¢vrsto akustiéni talasi izazivaju ekstremne turbulencije poznate kao akusti¢no
strujanje ili mikrostrujanje. Na ovaj nacin se povecava prenos mase i znacajno ubrzava
proces difuzije u sistemina gde to nije moguce obi¢nim mesanjem [102].

e Drugi mehanizmi: Postoji izvestan broj drugih mehanizama i efekata. Ultrazvuk niske
frekvencije moze poboljSati prenos supstrata tokom fermentacije i stimulisati rast 1
razvoj ¢elija. Takode, zbog jakih kavitacija i moguceg zagrevanja moze se uticati na
inaktivaciju enzima [98, 102].

Primena ultrazvuka kao predtretmana za dobijanje hidrolizata kukuruza moze
dovesti do sledecih efekata. Ultrazvuk visoke snage ima potencijal da smanji veli¢inu zrna
skroba u kukuruzu i da oslobodi skrob vezan za lipide (amiloza-lipidni kompleks) usled
akusti¢ne kavitacije. Smanjenje veli¢ine zrna skroba direktno zavisi od primenjene snage
ultrazvuka i vremena soniciranja. Smatra se da ultrazvuk ubrzava proces depolimerizacije
skroba. Ultrasoni¢na depolimerizacija se primenjuje na mnoge homo i heteropolisaharide,
kao $to su dekstrani, pululan, hitozan, ksiloglukan i skrob [97, 101, 103, 104]. Khanal i
saradnici [97] su ispitivali uticaj ultrazvuka kao predtretmana u proizvodnji etanola iz
kukuruza. U svom radu su utvrdili da delovanjem ultrazvuka dolazi do dezintegracije
¢elija, razbijanja ¢elijskog zida, stvaranja mikrospora i dobijanja fragmetisanog celijskog
materijala, kao i do smanjenja veli¢ine zrna skroba i do 20 puta, Sto je prikazano na slici
3.6.

Usled poboljSane razgradnje i hidrolize kukuruznog skroba dolazi i do veceg
izdvajanja redukujuéih Secera iz kukuruza upotrebom ultrazvuka pre faze likvefakcije i
saharifikacije, $to dovodi i do povecanja prinosa etanola [97]. Produzavanjem vremena
soniciranja, pri konstantnom intezitetu ultrazvuka, povecava se sadrzaj redukujuéih Secera
nakon zavrSene hidrolize. Medutim, kako predtretman ultrazvukom zahteva i veliku
potro$nju energije potrebno je da se pri Sto kraéem vremenu soniciranja postigne

zadovoljavajuéi stepen razgradnje molekula skroba [104].
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Slika 3.6. SEM slika kukuruzne suspenzije: a) sirov kukuruz (kontrola), b) sirovi sonicirani
kukuruz, c) kuvani kukuruz (kontrola), d) kuvani sonicirani kukuruz. Uslovi soniciranja:
=40 s, v=20 kHz [97]

Prednost upotrebe ultrazvuka je i u tome $to obezbeduje efikasnije mesanje (usled
akusti¢nog strujanja) koje omogucéava bolji prenos toplote unutar suspenzije.

Tokom predtretmana ultrazvukom redukcija veli¢ine kukuruznog skroba i
izlozenost enzima vecoj kontaktnoj povrSini uticu na povecanje aktivnosti enzima.
Ultrazvuk takode potpomaze bolji prenos mase enzima zahvaljujuéi intenzivhom meSanju.
Ovo nam pruza mogucénost smanjenja koli¢ine upotrebljenog enzima u procesu hidrolize.
Samim tim, smatra se da enzimi dodati tokom sonifikacije dovode do veéeg oslobadanja
glukoze nego dodatak enzima posle sonifikacije. S druge strane, ultrazvuéni predtretman
moze i da degradira i denaturiSe enzime zbog lokalnog zagrevanja, sonohemijskih reakcija
i intenzivnih sila smicanja ukoliko su enzimi dodati pre sonikacije [97, 98].

S obzirom da se primenom ultrazvuka poboljSava razgradnja skroba i kompletna
konverzija skroba do glukoze ujedno se dobija i hidrolizat koji pokazuje dobre filtracione
osobine, odnosno znac¢ajno se smanjuje viskozitet suspenzije. Promena viskoziteta moze

biti trajna ili privremena u zavisnosti od inteziteta upotrebljenog ultrazvuka [97, 98].

63



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

3.2.2.2. Predtretman mikrotalasima

Mikrotalasi su elektromagnetni talasi frekvencije od 0,3 do 300 GHz, i
predstavljaju alternativni metod konvencionalnog nacina zagrevanja. Njihova prakti¢na
primena zapoceta je u XX veku (1931. god.). NajviSe se koriste u domacinstvima (za
pripremu hrane u mikrotalasnim pe¢ima), a tek se poslednjih godina pocelo sa intezivnom
upotrebom mikrotalasa u industriji [105].

Zagrevanje mikrotalasima pruza odredene prednosti u odnosu na konvencionalne
nadine zagrevanja, kao §to su smanjeno pocetno vreme zagrevanja (postizanje Zeljene
temperature je znatno brze), smanjenje ukupnog vremena zagrevanja, veca energetska
efikasnost, bolja kontrola procesa i selektivno zagrevanje. Razlika u odnosu na
konvencionalan nacin zagrevanja je uticaj mikrotalasa na kvalitet proizvoda. Razlike u
kvalitetu su posledica nedovoljno ispitanih i potpuno razliCitih mehanizama prenosa
toplote i mase, kao i interakcije izmedu mikrotalasa i individualnih polarnih molekula
[106].

Mehanizam delovanja mikrotalasa je potpuno razli¢it u odnosu na konvencionalni
nacin zagrevanja, a i pored intezivnog izuc¢avanja nije u potpunosti poznat. Jedan od nacina
da se objasni uticaj i mehanizam dejstva mikrotalasa jeste upravo preko toplote koja se
produkuje tokom zagrevanja (postize se znatno veca temperatura nego kod
konvencionalnog zagrevanja), a koja je posledica trenja nastalog usled rotacionih sila koje
se javljaju u samom molekulu. Ova pojava je posledica apsorpcije energije mikrotalasa od
strane polarnih molekula i1 njihove potrebe da se orijentiSu u pravcu oscilovanja elektricnog
polja mikrotalasa. Veoma brza promena orijentacije molekula stvara toplotu jer dolazi do
cepanja molekula i raskidanja slabih vodoni¢nih veza [105, 106].

Danas se intezivno vrSe ispitivanja vezana za primenu mikrotalasa u proizvodnji
etanola u cilju optimizacije procesa proizvodnje i dobijanja §to veeg prinosa etanola.
Istrazivanja se baziraju na uticaju mikrotalasa na hidrolizu skroba, linearizaciju molekula
skroba kako bi postao dostupniji dejstvu enzima, i dobijanju hidrolizata sa Sto ve¢om
koncentracijom glukoze [62, 105-108].

Mikrotalasi uticu na bubrenje zrna skroba i njegovu Zelatinizaciju, i samim tim
mogu biti veoma efikasni u razaranju kristalne strukture skroba [107]. Zelatinizacija skroba

predstavlja nepovratne kumulativne promene koje se javljaju kod zrna skroba u prisustvu
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vlage i toplote. Ove promene obuhvataju bubrenje zrna skroba (amorfni delovi zrna
abosrbuju vlagu), razlaganje molekula polimera i izdvajanje amiloze, gubitak kristalne
strukture, izdvajanje krupnijih fragmenta skroba kao $to je amilopektin, i na kraju potpuno
rastvaranje skroba [105]. Upravo zbog razli¢itog mehanizma mikrotalasnog zagrevanja
javljaju se i razlike u procesu zelatinizacije skroba tokom predtretmana mikrotalasima. U
svom radu Palav i Seetharaman [105] su eksperimentalno dokazali da kod uzoraka
tretiranih mikrotalasima gubitak kristalne strukture se javlja na nizoj temperaturi u odnosu
konvencionalni nacin kondukcionog zagrevanja. Oni smatraju da mikrotalasi izazivaju
vibraciona kretanja molekula vode prisutnih u okolini kristalne strukture skroba i da se kao
posledica tog dejstva razara struktura zrna i pre dostizanja temperature Zelatinizacije. Kod
kondukcionog zagrevanja zrna skroba zadrzavaju svoju strukturu ¢ak i na temperaturi od
90 °C. Medutim, pri ovako visokim temperaturama izostaje faza bubrenja zrna skroba kod
mikrotalsnog zagrevanja i odmah nastupa razaranje molekula skroba. Palav i Seetharaman
[106] su u svom radu prikazali mikroskopske slike sirovog skroba (kontrole) i skroba
tretiranog mikrotalsima. Na slici 3.7. moze se videti uticaj mikrotalasa na razaranje
strukture zrna skroba i u kom stepenu se vrsi deformacija zrna kao posledica razli¢itog
vremena dejstva mikrotalasa. Na slici 3.7.C moze se uociti da nije doslo do bubrenja i
zna€ajnih promena dimenzija skrobnih zrna, a sa produzenjem vremena mikrotalasnog
zagrevanja razara se struktura zrna skroba koji na svojoj povrsini imaju formiran film
razloZenih polimera.

Implementacija predtretmana mikrotalasima na industrijskom nivou podrazumeva
sagledavanje i pozitivnih i negativnih strana primene ove tehnologije. Naime, potrebno je
usaglasiti postignute visoke prinose etanola i uspostavljene optimalne uslove procesa sa
visokom ukupnom potro$njem energije tokom mikrotalasnog zagrevanja. Neophodno je
izvr$iti analizu prednosti koriS¢enja ove tehnologije i procenu ukupnih troskova s obzirom
na to da su pocetna kapitalna ulaganja i troSkovi samog predtretmana mikrotalasnim

zagrevanjem veoma visoki [108].
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Slika 3.7. SEM slika zrna skroba: A) sirovi skrob (kontrola), B) skrob tretiran
konvencionalnim na¢inom zagrevanja, C) suspenzija skroba nakon 10 s zagrevanja
mikrotalasima (94,8 °C), D) suspenzija skroba nakon 30 s zagrevanja mikrotalasima (98,6
°C). Uslovi rada: snaga mikrotalasa 1.140 W, koncentracija suspenzije 33% [106]

3.3. ALKOHOLNA FERMENTACIJA

Fermentacija Secera je faza koja sledi nakon pripreme supstrata, i u klasi¢énim
postupcima se izvodi najée$¢e pomocu kvasca Saccharomyces cerevisiae na temperaturi od
oko 30 °C. Pored ove vrste kvasca u industrijskoj praksi se koriste i kvasci Saccharomyces
carlsbergensis  (pastorianus),  Saccharomyces  cerevisiae  var.  ellipsoideus,
Schizosaccharomycs pombe i Kluyveromyces vrste. Osim kvasaca koriste se i odredene
bakterije koje mogu proizvoditi etanol (Zymomonas mobilis, Clostridium sporogenes,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli i Thermoanaerobacter ethanolicus) ali se one manje

primenjuju u industriji osim u posebnim slu¢ajevima [55, 56, 109-111].
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Reakcija alkoholne fermentacije se odvija u specijalno konstruisanim sudovima —
fermentorima, uglavhom pod anaerobnim uslovima, iako su kvasci fakultativni anaerobi
(mogu fermentisati Secere i pod aerobnim i anaerobnim uslovima). Alkoholna fermentacija
podrazumeva biohemijsku transformaciju ugljenih hidrata, pre svega monosaharida
glukoze, u etanol i ugljendioksid, pod anaerobnim uslovima, uz oslobadanje odredene

kolic¢ine energije koju je potrebno odvoditi iz sistema, prema Gay-Lussac-ovoj jednacini:

CsH1,05 — 2C,HsOH + 2C0O,  +117 kJ (l)
1 kg 0,511 kg 0,489 kg

Prema navedenoj jednacini moze se videti da se po jedinici (kilogramu)
fermentisane glukoze moze ostvariti teorijski prinos od 0,51 kg etanola. Medutim, stvarni
prinos koji se moze ostvariti u toku fermentacije supstrata zavisi od vrste Secera koji se
fermentiSe, vrste mikroorganizama i primenjenih procesnih uslova (pH, temperatura,
mesanje, koncentracija Se€era u hranjivoj podlozi, koncentracija drugih izvora supstrata
neophodnih za metabolizam proizvodnog mikroorganizma, efikasna eliminacija infekcije,
stroga usmerenost metabolizma mikroorganizma u pravcu stvaranja etanola, eventualno
prisustvo inhibitora u hranjivoj podlozi itd.). U dobro koncipiranim postupcima stvarni

prinos se krece oko 90-95% od teorijskog prinosa [4].

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

Od mnogobrojnih faktora koji uti¢u na tok i efikasnost alkoholne fermentacije
detaljnije Ce biti opisani sledeci: aeracija, temperatura, pH, sastav supstrata, mikrobioloska
kontaminacija bakterijama mle¢ne i siréetne kiseline, prisustvo inhibitora u hranljivoj
podlozi i karakteristike proizvodnog mikroorganizma [112].

lako je proizvodnja etanola anaeroban proces kvascu je neophodno obezbediti
kiseonik da bi se omogucio razvoj i umnozavanje kvasca. To se postiZe aeracijom podloge
vazduhom tokom prva 2-3 h. Naime, kiseonik je neophodan za sintezu sterola i nezasi¢enih
masnih kiselina koji su znacajni za strukturu i funkcionisanje citoplazmaticne membrane.

Kiseonik je takode bitan za ciklizaciju skvalena do lanosterola, oksidativno demetilovanje i
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za desaturaciju zasi¢enih masnih acetil-CoA jedinjenja. KoliCina kiseonika koja je
potrebna za dovoljnu sintezu sterola 1 zadovoljavajuc¢u fermentaciju razlikuje se za razlicite
sojeve kvasaca. Kada se sav kiseonik iz podloge potrosi, sadrzaj sterola u ¢elijama i brzina
apsorpcije nutrijenata pocinje da opada i kvasac menja svoju metabolicku aktivnost. S
obzirom na direktnu vezu izmedu sinteze sterola i rasta kvasca, koliCina sterola koja se
nalazi unutar populacije kvasca odreduje brzinu i stepen fermentacije [112-114].

Temperatura na kojoj se izvodi alkoholna fermentacija utiCe na respiracionu i
fermentacionu aktivnost kvasca. Optimalna temperatura zavisi od velikog broja faktora i
nije potpuno definisana, ali se moze re¢i da se nalazi u opsegu od 25-30 °C. To je
temperatura koja istovremeno obezbeduje brzu fermentaciju, a pri tome ne ometa
razmnozavanje kvasaca, uz postizanje §to potpunije transformacije Secera u etanol i
ugljendioksid. Na visim temperaturama fermentacija je brza i intezivnija, ali nastaje veca
koli¢ina sporednih metabolita S§to otezava kasniju izolaciju etanola. Na nizim
temperaturama potpunija je fermentacija Secera i veca je koncentracija etanola. Kvasci su
osetljivi na etanol na viS$im temperaturama (sa povecanjem temperature za svakih 10 °C
povecava se smrtnost ¢elija kvasca od etanola 10 puta). Temperature na kojima kvasac
gubi mo¢ fermentacije su kriti¢ne temperature i krecu se iznad 34 °C [4, 112, 113].

pH vrednost supstrata znacajno uti¢e na tok alkoholne fermentacije. Optimalne pH
vrednosti se krecu u opsegu od 4 do 6. Vrednosti pH nize od 2,6 znacajno ometaju
fermentaciju, dok se na ve¢im pH vrednostima formiraju ve¢e koncentracije glicerina 1
organskih kiselina na racun etanola [112, 113].

Sastav supstrata direktno uti¢e na na fizioloska svojstva kvasca od kojih zavisi
dinamika procesa fermentacije i kvalitet gotovog proizvoda. Esencijalna funkcija supstrata
je da obezbedi najpogodnije hranljive materije za rast i fermentacionu aktivnost izabranog
proizvodnog mikroorganizma. Supstrat mora da sadrzi propisanu koncentraciju
fermentabilnih Secera, odnosno izvore ugljenika i asimilativnog azota, faktore rasta i
potrebne mineralne materije. Alkoholna fermentacija se najbolje odvija pri koncentraciji
SeCera od 15-18%, a sve do 25% se odvija nesmetano. Radi racionalnije proizvodnje
etanola, potrebno je da u komini od kukuruznog skroba bude §to veca koncentracija
fermentabilnih Secera. Medutim, to je pra¢eno nizom problema i sa fizioloskog i1 sa
biotehnoloSkog aspekta. Koncentrovane komine sporije fermentiSu zbog delovanja

nepovoljnih faktora: povecana gustina, slabiji prenos mase i toplote, povecana
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koncentracija alkohola koja deluje inhibitorno, veéi pritisak i veca koncentracija
ugljendioksida. Da bi se navedeni problemi ublazili povecava se koli€ina starter kulture,
revitalizuje se kvasac pre zasejavanja, dodaju se protektori osmoze itd. Zbog opadanja
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 mogucénosti zastite kvasca dodatkom
pojedinih protektornih supstanci. Utvrdeno je da glicin, prolin i glicin-betain znacajno
umanjuju osmotski Sok kod kvasca i ubrzavaju asimilaciju glukoze. U toku alkoholne
fermentacije zahtevi za azotnim nutrijentima se obezbeduju preko amino kiselina i peptida
male molekulske mase. Od amino kiselina, kvasci uglavnom koriste samo L-oblik.
Izuzetak ¢ine glutaminska kiselina, asparaginska kiselina i asparagin, koji i u L-obliku i u
D-obliku predstavljaju dobar izvor azota[112-114].

Dodatak mineralnih soli i vitamina pozitivno utice na rast i viabilnost ¢elija kvasca
I povecava efikasnost alkoholne fermentacije [115]. Koli¢ine ovih mikronutrijenata koje je
potrebno dodati supstratu zavise od sirovine koja se koristi za proizvodnju etanola.
Mineralne soli i vitamini su neophodni za odvijanje biohemijskih reakcija u ¢eliji, odnosno
ucestvuju u metabolizmu kvasca kao aktivatori enzima ili ulaze u sastav pojedinih delova
¢elije [116].

Celije kvasca zahtevaju vitamine za svoj rast, kao §to su mezoinozitol, pantotenska
kiselina, biotin, tiamin, nikotinska kiselina i piridoksin [115]. Pantotenska kiselina je deo
acetil-CoA koji ucestvuje u metabolizmu ugljenih hidrata, masti i proteina. Ovaj vitamin
povecava tolerantnost kvaca na etanol jer stimulise sintezu lipida [116]. Biotin predstavlja
kofaktor mnogih enzima koji ucestvuju u reakcijama karboksilacije, a ucestvuje i u sintezi
nukleinskih kiselina, proteina i masnih kiselina [115,117]. Mezoinozitol takode predstavlja
esencijalni faktor rasta kvasca i doprinosi poveéanju viabilnosti ¢elije i tolerantnosti kvasca
na etanol [118]. Zahteve za piridoksinom i tiaminom imaju samo kvasci gornjeg vrenja
(tiamin je ukljucen u reakcije dekarboksilacije) [112]. Nikotinska kiselina se koristi za
sintezu NAD" i NADP" [114]. Alfenore i saradnici [115] su u svom radu prikazali da se
dupliranjem koli¢ine dodatih vitamina na pocetku fermentacije povecava koncentracija
viabilnih ¢elija i brzina nastajanja etanola. Eksponencijalnim dodavanjem vitamina tokom

fermentacije jo$ vise se povecava rast i viabilnost ¢elija. Kao rezultat, kombinacija obe
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strategije, odnosno i dupliranje koli¢ina vitamina i njihovo eksponencijano dodavanje, vodi
ka vec¢oj produktivnosti i prinosu etanola.

Za aktivnost kvasca su takode neophodni izvori Zn, Mn, Mg, Ca, Cu, K, Fe, S 1 P.
Mineralne soli ucestvuju u metabolizmu kvasca kao aktivatori enzima ili kao delovi
aktivnog centra enzima [119]. Joni metala (K*, Mg**, Ca?* i Zn®") uti¢u na promenu brzine
glikolize 1 konverzije piruvata do etanola, 1 samim tim utiCu i1 na efikasnost alkoholne
fermentacije [112]. Magnezijum je ukljucen u mnoge fizioloske funkcije — rast i
razmnoZavanje kvasca i enzimsku aktivnost, 1 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 [120]. Cink utice
na aktivnost enzima kao Sto su alkoholdehidrogenaza, aldolaze, alkalna fosfataza, DNK i
RNK polimeraza [121]. Fermentacija se znacajno usporava padom koncentracije cinka
ispod 0,1 mg/l. Koncentracija cinka iznad 0,6 mg/l usporava rast kvasca pod uslovom da
koncentracija jona Mg?* nije isto toliko visoka [112]. Bakar uti¢e na aktivnost enzima a-
amilaze 1 povecava efikasnost enzimske hidrolize [122]. Medutim, posebna paznja se
obraca na koli¢ine dodatog bakra — pri koncentracijama oko 1 mg/l bakar poboljsava
prinos etanola, a pri visokim koncentracijama toksi¢no deluje na viabilnost kvasca. Joni
kalcijuma takode uticu na povecanje efikanosti konverzije skrobnih sirovina do etanola
[123]. 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 1 aktivnost kvasca. Tako npr., srebro,
kadmijum, ziva i paladijum inhibiraju rast kvasca u koncentracijama od 1-10 mg/l, a
litijum, berilijum, nikl, arsen, telur, bor i bakar u koncentracijama preko 50 mg/l i selen u
koncentraciji od 500-600 mg/I [112].

Jedan od vecih problema koji se moze javiti tokom proizvodnje etanola je i
mikrobioloska kontaminacija izazvana bakterijama mlecne i siréetne Kiseline, koja
dovodi do smanjenog prinosa etanola tokom fermentacije. Vecina kontaminanata medu
bakterijama mle¢ne kiseline pripada rodu Lactobacillus, a to su najc¢esce vrste L. brevis, L.
buchneri, L. plantarum i L. paracasei. Pored bakterija mle¢ne kiseline, nepovoljne su i
sirCetne bakterije, kao Sto su Acetobacter aceti, A. xylinum i A. pasteurianus koje vrse
oksidaciju alkohola. Mogu se javiti i buterne bakterije Clostridium acetobutilicum [124,
125].
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Postoje dva nacina pomocu kojih kontaminanti (bakterije) negativno uti¢u na
kvasce. Prvi nadin je taj $to su mlecna i sir¢etna kiselina (u svom nedisosovanom obliku)
kao krajnji proizvodi metabolizma ovih bakterija u stanju da inhibiraju rast kvasca, tako sto
difunduju u ¢eliju kvasca kroz citoplazmatiénu membranu jer su rastvorne u njenim
fosfolipidima. Zatim, ove kiseline disosuju ako je pH vrednost unutar ¢elije veca od pH
vrednosti van celije, Sto rezultira acidifikacijom citoplazme. Sam mehanizam dejstva
mlecne kiseline na ¢eliju kvasca jo$ uvek nije objasnjen. Drugi na¢in negativnog uticaja
ovih bakterija je da predstavljaju konkurenciju kvascima u pogledu nutrijenata. Gram-
pozitivne bakterije mleéne 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 [125].

Jedan od nacina kontrole bakterijske kontaminacije u industriji etanola je koriS¢enje
antibiotika kao S§to su penicilin G, streptomicin, tetraciklin, virgniamicin i monenzin.
Medutim, neodgovarajuc¢e koris¢enje antibiotika moze dovesti do obrazovanja sojeva
pojedinih bakterija koje pokazuju rezistentnost na odredene antibiotike. Drugi nacin
kontrole bakterijske kontaminacije je koriS¢enje povecanog inokuluma kvasca ¢ime se
postize inhibicija bakterija, Sto rezultira u smanjenoj produkciji mle¢ne kiseline i
poveéanoj krajnjoj koncentraciji etanola. Standardna preporuka za koli¢inu korisé¢enog
inokuluma kvasca u industriji etanola je 1x10° CFU/ml po % suve materije kukuruznog
brasna. Narendranath i saradnici [126] smatraju da se kontaminacija bakterija ne moze
izbeéi. Pritom, koliGina inokuluma od 1x10" CFU/ml u hidrolizatu kukuruznog braSna
moze rezultovati u smanjenju oko 1% vol. etanola dobijenog dejstvom kvasaca, u
zavisnosti od vrste bakterije. 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 [112].

Jedan od znacajnih faktora koji uti€u na sam tok fermentacije je 1 mogucnost
pojave inhibicije. Jedan od inhibitora rasta kvasaca i fermentacije je i sam etanol koji vr$i
nekompetativnu inhibiciju. Fosfolipidi u citoplazmati¢énoj membrani znacajno uti¢u na
tolerantnost kvasaca na etanol [127]. Naime, etanol menja stepen polarnosti ¢elijske
membrane 1 citoplazme 1 na taj nalin negativno uti¢e na rast Celije pri visokim

koncentracijama etanola. Ovaj negativan uticaj se ogleda u povecanoj fluidnosti
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membrane. Na povecanje tolerantnosti na etanol uticu povecana koncentracija vitamina,
proteina i nezasi¢enih masnih kiselina u membrani [128]. Takode povecanju tolerantnosti
na etanol mogu doprineti drugi fizioloski faktori kao S§to su: sastav hranljive podloge,
akumulacija etanola unutar celije, temperatura i osmotski pritisak [109]. Trehaloza
predstavlja 1 stabilizator membrane 1 ima zaStitinu ulogu u kvas¢evim c¢elijama pri stanjima
stresa, tako da se smatra da njena koncentracija unutar celije ima vaznu ulogu u
sposobnosti kvasca da tolerise visoke koncentracije etanola. 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 [112].

Pored tolerantnosti na etanol, tolerantnost na visoke temperature se smatra
znacajnom karakteristikom komercijanih sojeva kvasaca. Smatra se da visoke temperature
uzrokuju povecanu fluidnost membrane, a kvasci podlezu ovoj fizickoj promeni menjajuéi
sastav svojih masnih kiselina. Povecanje temperature vodi ka stvaranju zasi¢enih
esterifikovanih masnih kiselina kao $to je palmitinska kiselina i palmitoleinska kiselina u
¢elijskoj membrani kvasca o troSku nezasi¢enih masnih kiselina (oleinska i linoleinska
kiselina). Ovo je najceS¢e povezano sa smanjenjem koli¢ine fosfolipida u membrani koji
odrzavaju optimalnu fluidnost membrane radi Celijskih aktivnosti. Povecanje temperature
pored promena u membrani uzrokuje i sintezu proteina kao odgovor na toplotni Sok, koji
imaju vaznu ulogu kod tolerantnosti kvasca na etanol i temperaturu kod razli¢itih
mikroorganizama. Izaziva¢ njihove indukcije je akumulacija delimi¢no denaturisanih
proteina. Akumulacija trehaloze je takode povezana sa toplotnim stresom celije, jer
koncentracija trehaloze u ¢eliji moze uticati na otpornost kvasca na toplotu. I toplota i
etanol izazivaju promene u c¢elijskoj membrani i denaturaciju proteina, kao i inhibiciju
glikolize i ucestale mutacije. Takode, povecavaju permeabilnost citoplazmati¢ne
membrane, Sto rezultira u pove¢anom ulasku protona koji menja elektrohemijski potencijal
citoplazmaticne membrane, Sto utice na koriS¢enje nutrijenata i regulaciju pH vrednosti u

éeliji [109].
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3.3.2. Karakteristike proizvodnih mikroorganizama

3.3.2.1. Kvasci

3.3.2.1.1. Istorija, rasprostranjenost i morfoloske karakteristike kvasaca

Svi termini koji se koriste za kvasac: u engleskom jeziku yeast, u holandskom
jeziku guist, u nemackom jeziku hefe, proistekli su iz zapadno-nemackog izraza haf-jon sto
znaci prouzrokovati vrenje. Gréka re¢ zymi (Cop) se koristi i za kvasce i za testo, i javlja se
kao koren re¢i kod mnogih termina vezanih za pivo ili fermentaciju. Naime, moderan izraz
za enzim potice od re¢i en zymi $to znacu ,,u kvascu® [129].

Smatra se da su kvasci najstariji mikroorganizmi koji su se koristili u domacinstvu.
U periodu od 6000-2000. god. pre nove ere kvasci su se koristili u pravljenju piva u
Vaviloniji, u pravljenju testa u Egiptu itd. Upravo zbog svojih jedinstvenih karakteristika i
ogromnog sakrivenog potencijala koji se koristio hiljadama godina, kvasci su postali
predmet mnogih istrazivanja. Godine 1680. kvasac je prvi put posmatran pod
mikroskopom (Antonie van Leeuwenhoek). Luj Paster je 1866. god. bio prvi koji je
dokazao da su celije kvasca zasluZzne za konveziju grozdanog Secera u etanol, 1 da je
fermentacija fizioloSki a ne ¢isto hemijski proces kako je tvrdio Libig. Upravo sredinom
1800-tih godina, sa radom Pastera u Francuskoj i Hansena u Danskoj, koji su proucavali
mikrobioloSki aspekt fermentacije piva 1 vina, otpocelo je nauc¢no 1 tehnolosko
razumevanje uloge kvasaca u proizvodnji hrane i pica. Kvasac Saccharomyces cerevisiae
je prvi opisani kvasac (J. Meyen, 1838. god.), a ve¢ decenijama predstavlja najbolje
geneticki i fizioloski okarakterisan eukariotski organizam. Naziv ovog kvasca oznacava
Se¢ernu plesan (,,saccharomyces®) i pivo (,,cerevisiae*) na galskom jeziku kerevigia ili
starom francuskom jeziku cervoise. Dalje, znacajna je primena kvasca u proizvodnji
glicerola (od 1915. god.), predstavljanje fiziologije kvasca (1920. god.) i prve geneticke
mape (1949. god., Lindegren), ustanovljenje strukture tRNK iz kvasca (1966. god.) i
proizvodnja prvih komercijalnih farmaceutskih proizvoda iz rekombinantnih kvasaca

(1990.-1994. god., hepatitis B vakcina). Poslednjih godina, u proizvodnji bioetanola pored

73



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

klasi¢nih metoda za dobijanje efikasnijeg proizvodnog mikroorganizma, Koriste se i
metode genetickog inzenjerstva [129].

Kvasci su veoma rasprostranjeni u prirodi. Nalaze se u zemljiStu, vocu, lis¢u
biljaka, u medu i voénim sokovima, na povrsini delova biljaka, u prasini, u vodi, u
prehrambenim proizvodima, na kozi ljudi i zivotinja, u mleku, u traktu insekata itd.
Industrijski znacaj kvasaca je veoma veliki, naro€ito u fermentacionoj i prehrambenoj
industriji (proizvodnja etanola, piva, vina, pekarskog kvasca, stocne hrane i dr.) [113].

Po strukturnim i funkcionalnim karakteristikama kvasci pripadaju eukariotima.
Celije kvasca pokazuju veliku raznolikost po pitanju veli¢ine, oblika i boje. Najéesée su u
obliku elipse 1 veli€ine oko 6 x 3 pm. Oblik 1 veli€ina ¢elije zavise od vrste kvasca, kao 1
od sredine u kojoj rastu. U te¢noj sredini Celije kvasca teze da zauzmu okrugli oblik, a na
&vrstoj podlozi ¢elije se izduzuju, Eesto formirajuéi pseudomiceliju. Celije kvasca sadrze
slede¢a makromolekulska jedinjenja: proteine, glukoproteine, polisaharide, polifosfate,
lipide i nukleinske kiseline. Osnovni delovi ¢elije i organele su: ¢elijski zid, periplazma,
citoplazmaticna membrana, citoplazma, jedro i1 jedarce, mitohodrije, endoplazmati¢ni
retikulum, GoldZijev aparat, vakuola, peroksizomi i sekretorne vezikule, Sto se moze videti

naslici 3.8. [113, 129].

Cellwall

Periplasm

Plasma membrane

isome
Cytosole

Golgi
Bud scar
Mitochondrion
ER

Invaginatio

ER=Endoplasmic reticulum S=Secretory vesicles

Slika 3.8. Sema organela i delova éelije kvasca [129]
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3.3.2.1.2. Klasifikacija kvasaca

Veoma je rasprostranjena podela pravih gljiva Eumycota na tri empirijske grupe:
plesni, kvasci i peCurke. Naziv kvasci ne predstavlja sistematsku kategoriju ni u botanici ni
u mikologiji. Kvasci, i kvascima sli¢ni organizmi, ¢ine razlicite sistematske grupe (klase i
porodice) izmedu kojih je tesko postaviti granicu na osnovu ispitivanja samo morfoloskih i
fizioloskih karakteristika. Stoga, prava filogenetska klasifikacija kvasaca predstavlja dosta
tezak zadatak.

Prva klasifikacija izvrSena je na osnovu odredenih morfoloskih i fizioloskih
osobina, i ima izrazito veStacki karakter. Naime, prema svojim biohemijskim odnosno
fizioloSkim osobinama, kvasci se mogu podeliti na sledece tri grupe: a) oksidativni kvasci
(rodovi: Cryptococcus, Candida i Rhodotorula) koji ne vrSe fermentaciju Secera i pretezno
se vrsi aerobna disimilacija; b) oksidativno-fermentativni kvasci (rodovi: Hansenula,
Pichia i Torulopsis) koji vrSe aerobnu i anaerobnu disimilaciju, i ako vr$e fermentaciju kao
glavni proizvod su estri, a ne etanol; i ¢) fermentativni kvasci (rodovi: Saccharomyces,
Schizosaccharomyces i Kloeckera) koji vrse anaerobnu disimilaciju i fermentisu Secere do
etanola i ugljendioksida [113].

Kvasci pogodni za alkoholnu fermentaciju, odnosno fermentativni kvasci koji se
koriste u proizvodnji etanola, su askosporogeni iz klase Ascomycetes, odnosno vrste
kvasaca iz roda Saccharomyces i Schizosaccharomyces [113]. Prvobitna klasifikacija ovih
kvasaca po Loder-u je sledeca [130]:

Kraljevstvo: Fungi

Razdeo: Eumycota

Klasa: Ascomycetes (formiraju askuse)

Podklasa: Gymnoascomycetidae (sa otkrivenim askusima)

Red: Endomycetales (sa razbacanim askusima)

Porodica: Saccharomycetaceae (askosporogeni kvasci)

4/\

Podporodica: Saccharomycetoideae Podporodica: Schizosaccharomycetoideae
(multipolarno pupljenje) (deljenje)
Rod: Saccharomyces Rod: Schizosaccharomyces
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Ovde je prikazan taksonomski put do najvaznijih rodova Saccharomyces i
Schizosaccharomyces. Vazno je naglasiti da prema Loderovoj klasifikaciji ovi kvasci se
dele na tri porodice: Saccharomycetaceae (askosporogeni kvasci), Cryptococcaceae
(anaskosporeni kvasci) i Sporobolomyceatceae (stvaraju spore sli¢ne bazidiosporama).
Porodica Saccharomycetaceae obuhvata cetiri podporodice: Saccharomycetideae,
Schizosaccharomycetoideae, Nadsonioideae i Lipomycetoideae [113, 130].

Morfoloske 1 fizioloske karakteristike su tradicionalno pruzale bogatstvo
informacija koje su koriS¢ene za ustanovljenje niza sistema za klasifikaciju kvasaca, i
osnova su tzv. ,konvencionalne taksonomije®. Danas je identifikacija i klasifikacija
kvasaca pod znaCajnim uticajem napretka u molekularnoj biologiji i genetici. lako se
morfoloski i fizioloski testovi i1 dalje primenjuju, ogranic¢enja u koris¢enju konvencionalne
taksonomije dovela su do primene metoda molekularne i geneticke taksonomije. Moderne
metode klasifikacije se baziraju na genetickoj analizi mikroorganizama i omogucavaju $to
prirodniju klasifikaciju (ne zavise od starosti celije, spoljasnjih ¢inilaca za razliku od
fenotipskih koje podlezu varijaciji). Prve molekularne metode koje su koriS¢ene za
klasifikaciju kvasaca su: a) odredivanje frekvencije G+C parova (ukoliko je razlika u
sadrzaju G+C izmedu 2-3% posmatrani mikroorganizmi pripadaju razli¢itim vrstama) i b)
DNK homologija (hibridizacija nukleinskih kiselina). Slican G+C sastav ne znaci i blisku
srodnost organizama jer sekvence gena mogu biti razlicite bez obzira §to je procenat G+C
baznih parova isti. Ostale molekularne metode koje su se pokazale korisne za klasifikaciju
kvasaca su DNK restrikcija, DNK sekvenciranje 26S rRNK, PCR i dr. [131, 132]. Stoga,
tokom godina podela ovih kvasaca je dozivela razliite promene, pa je savremena
klasifikacija kvasaca sledeca [133-135]:

Kraljevstvo: Fungi (C. Linnaeus, 1753. ex R.T. Moore, 1980.)

Podkraljevstvo: Dikarya (D. S. Hibbett, T.Y. James i Vigalys, 2007.)

Razdeo: Ascomycota (Berkely, 1857. ex T. Cavalier-Smith, 1998.)

Podrazdeo: Saccharomycotina (O.E. Eriksson i K. Winka, 1997.)

Klasa: Saccharomycetes (G. Winter, 1881. ex O.E. Eriksson i K. Winka, 1997.)

Red: Saccharomycetales (Kudrjanzev, 1960.)

Porodica: Saccharomycetaceae (G. Winter, 1881.)

Podporodica: Saccharomycetoideae (Kurtzman, 1982.)

Rod: Saccharomyces (J. Meyen ex E.C. Hansen, 1838.)
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Rod Schizosaccharomyces (Linder, 1893.) pripada porodici
Shizosaccharomycetaceae (Beijerinck ex Kloecker, 1905.), redu Shizosaccharomycetales
(O.E. Eriksson, Svedskog i Landvik, 1993.), klasi Shizosaccharomycetes (O.E. Eriksson i
K. Winka, 1997.), podrazdelu Taphrinomycotina (O.E. Eriksson i K. Winka, 1997.) i
razdelu Ascomycota (Berkely, 1857. ex T. Cavalier-Smith, 1998.) [133-135].

Medutim, klasifikacija kvasaca koji pripadaju rodu Saccharomyces predstavlja
tezak zadatak, a poslednje promene u taksonomiji ovih kavsaca izvrSene su 2005. godine.
Naime, prvobitna ispitivanja kvasaca iz roda Saccharomyces datiraju jos iz 1838. god. (J.
Meyen) kada je i opisan prvi kvasac Saccharomyces cerevisiae. M. Reess je 1870. god.
definisao kvasce koji pripadaju ovom rodu, i u svojoj knjizi predstavio sve gljive koje
ucestvuju u alkoholnoj fermentaciji. E. C. Hansen je prvi koristio izabrane sojeve kvasaca
kao starter kulture u pivarstvu (,,Carlsberg® pivara u Danskoj) i uveo razliku izmedu sojeva
kvasaca gornjeg vrenja koje je nazvao S. cerevisiae, i sojeva kvasaca donjeg vrenja koje je
objedinio pod nazivom S. pastorianus. A. Guilliermond je 1912. god. uveo prvi sistem za
Klasifikaciju kvasaca koji se bazirao na morfologiji ¢elije i na nekoliko fizoloSkih testova
(tabela 3.1.). U njegovoj monografiji ,,Le levures* opisano je 20 vrsta kvasaca koji
pripadaju rodu Saccharomyces. Nakon toga, sistem za klasifikaciju kvasaca progresivno
raste (povecan je broj fizioloSkih i biohemijskih testova). U zavisnosti od primenjenih
testova, kvasci su tokom godina grupisani na razli¢ite nacine, a broj i imena vrsta su se
takode promenila. U tabeli 3.1. prikazane su promene U nazivima i grupisanju vrsta
kvasaca u okviru kompleksa Saccharomyces sensu stricto prema najznacajnijim
taksonomskim monografijama u periodu od 1912. do 1998. godine. Naime, kvasci koji
pripadaju rodu Saccharomyces podeljeni su u dve grupe, u uzem (stricto) i Sirem (lato)
smislu, i to: Saccharomyces sensu stricto kompleks (imenovan od strane van der Walt-a
1970. godine) koga cine vrste kvasaca koje su striktno povezane sa fermentacionom
industrijom, odnosno ¢ine ga S. cerevisiae i kvasci bliski ovoj vrsti; i Saccharomyces sensu
lato kompleks (obuhvata oko 100 vrsti kvasaca) [131].

Kao $to se moze videti iz tabele 3.1., od 2000. god., kompleks Saccharomyces
sensu stricto obuhvata 6 wvrsti: S. cerevisiae (Meyen ex Hansen, 1838.), S. bayanus
(Saccardo, 1985.), S. paradoxus (Batchinskaju, 1914.), S. cariocanus (Naumov, 2000.), S.
kurdiavzevii (Naumov, 2000.), S. mikatae (Naumov, 2000.), i jedan hibrid: S. pastorianus,

sinonim za S. carlsbergensis (Hansen, 1904.) [136, 137].
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Tabela 3.1. Promene u nazivima i grupisanju vrsta kvasaca u okviru kompleksa

Saccharomyces sensu stricto prema najznac¢ajnijim taksonomskim monografijama u
periodu od 1912. do 1998. godine [131]

- Lodder i Kreger van Barnett, Payne i Kurtzman i
Guilliermond, 1912. Rij, 1952. Lodder, 1970. Yarrow, 1984. Fell 1098, *
S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae
S. ellipsoideus S. bayanus
S. turbidans S. pastorianus
S. ilicis S. paradoxus
S. vordermanni
S. sake
S. cartilaginosus
S. batatae
S. tokyo
S. yeddo
S. willianus S. willianus
S. intermedius
S.validus
S. coreanus S. coreanus S. coreanus
S. carlsbergensis S. carlsbergensis S. uvarum
S. monacensis S. uvarum

S. logos
S. uvarum S. bayanus S. bayanus
S. logos S. pastorianus
S. bayanus S. oviformis
S. pastorianus S. beticus
S. heterogenicus S. heterogenicus
S. chevalieri S. chevalieri
S. fructuum
S. italicus S. italicus
S. steineri
S. globosus S. globosus
S. aceti
S. prostoserdovi
S. oleaginosus
S. olaceus
S. capensis
S. diastaticus
S. hispaniensis
S. inusitatus
S. norbensis
S. abuliensis
S. cordubensis
S. gaditensis
S. hispalensis

*Tri nove vrste Saccharomyces sensu stricto kvasaca su ukljuéene u ovu grupu 2000.
godine, a to su: S. cariocanus, S. kurdiavzevii i S. mikatae [136]
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Iako se ulazu znacajni napori za razjasnjenje taksonomije kvasaca koji pripadaju
kompleksu Saccharomyces sensu stricto, diferencijacija ovih vrsta kvasaca je i dalje
nedovoljno razjasnjena i jo§ uvek se ne smatra tacnom, a brojna ispitivanja u skorije vreme
pokazuju neadekvatnost ovakvog grupisanja posebno u vezi sa kvascima S. bayanus i S.
pastorianus. Kvasac S. bayanus ukljucuje sve sojeve koji se koriste u proizvodnji vina, dok
S. pastorianus obuhvata sve sojeve donjeg vrenja u pivarstvu. Specificni problemi poti¢u iz
sklonosti ovih vrsta ka hibridizaciji 1 od fizioloSke 1 geneticke heterogenosti kvasca S.
bayanus [131, 138]. Vaughan-Martini i Kurtzman (1985. godine) su prvi ustanovili da je S.
pastorianus (sinonimi: S. carlsbergensis, S. monacensis), predstavnik kvasaca donjeg
vrenja, rezultat hibridizacije izmedu S. cerevisiae i S. bayanus. Mitohodrijalna i
ribozomalna DNK kvasca S. pastorianus poti¢e od S. bayanus (ostale sli¢nosti kvasaca S.
pastorianus i S. bayanus su mogucnost rasta na nizim temperaturama i sposobnost
previranja melibioze) [139, 140].

Raniji napori da se pojednostavi klasifikacija Saccharomyces kvasaca stopili su S.
uvarum u S. cerevisiae (Yarrow, 1984.) kao $to je prikazano u tabeli 3.1. Medutim, 1998.
god. S. uvarum se smatra kao sinonim za kvasac S. bayanus (Vaughan-Martini). Nguyen i
Gaillardin su 2005. god. predlozili ponovno ustanovljenje kvasca S. uvarum kao posebne
vrste i ukinuli njen trenutni status kao sinonim za S. bayanus. Naziv S. bayanus sada
opisuje hibrid S. uvarum i S. cerevisiae (slika 3.9.). Kompleks Saccharomyces sensu stricto
je sada ponovo definisan i sadrzi tri vrste: S. cerevisiae, S. paradoxus i S. uvarum i hibride
izmedu S. cerevisiae i S. uvarum koji su klasifikovani ili kao S. bayanus ili kao S.
pastorianus [139].

Na slici 3.9. su prikazane vrste kvasaca Saccharomyces sensu stricto kompleksa
koje su trenutno potvrdene i doprinos nehibridnih vrsta genetickoj kompoziciji hibridnih
grupa [131]. Najrazumljivije bi bilo da se usvoji pretpostavka da se vrste koje pripadaju
kompleksu Saccharomyces sensu stricto zna¢ajno preklapaju kao $to je predlozio Petersen
i saradnici [141], i da predstavljaju kontinuitet genomskih struktura koje nisu jasno

razdvojene primenom metoda koje se trenutno Koriste za odredivanje vrsta [131].
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» S. bayanus
. S. uvarum
S. cariocanus
S. paradoxus
. T A 4
Zajednicko | S. cerevisiae S. bayanus
poreklo CBS 380
A 4
v v S. pastorianus CBS 1538

S. mikatae S. kurdiavzevii )
S. carlsbergensis CBS 1513

Slika 3.9. Sematski prikaz Saccharomyces sensu stricto vrsta i hibrida [131]

3.3.2.1.3. Metabolizam kvasaca

Neophodno je poznavati osnovne metabolicke procese kako bi u potpunosti
iskoristili prednosti, odnosno moguénosti nekog mikroorganizma da prevede supstrat u
zeljeni proizvod. Metabolizam podrazumeva biohemijsku asimilaciju (kod anaboli¢kih
puteva) i disimilaciju (kod kataboli¢kih puteva) nutrijenata od strane celije. Svi
metabolicki putevi odvijaju se dejstvom enzima, i koriste NADP" i NAD" kao kofaktore.
Anabolicki putevi ukljucuju redukcione procese koji vode ka proizvodnji novog ¢elijskog
materijala, dok su katabolicki putevi procesi oksidacije putem kojih se uklanjaju elektroni
iz supstrata ili intermedijera koji se koriste za dobijanje energije [114].

Vecina kvasaca koristi Secere kao glavne izvora ugljenika i energije, ali postoje i
odredeni kvasci koji mogu koristiti nekonvencionalne izvore ugljenika. Katabolizam
ugljenih hidrata se moze odvijati u acrobnim i anaerobnim uslovima. Ove procese kataliSu
specifi¢ni enzimski sistemi uz uceS¢e i obrazovanje makroergicnih jedinjenja (ATP, ADP,
GTP, UDP i dr.). Razlaganjem (katabolizmom) ugljenih hidrata ¢elija se obezbeduje ne
samo korisnom energijom, ve¢ i znacajnim intermedijarima Koji se Kkoriste za sintezu
drugih sloZenih jedinjenja [114].

U anaerobnim uslovima ugljeni hidrati se razlazu preko osnovne gradivne jedinice

D-glukoze do piruvata putem procesa glikolize (slika 3.10.). Glikoliza je stupnjevit proces
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koji je katalizovan od polienzimskog sistema koga ¢ine 13 glavnih i nekoliko sporednih
enzima. Ovaj proces razlaganja glukoze naziva se jos i EMP put razlaganja (po nau¢nicima
Embden, Mayerhof i Parnas). Pirogrozdana kiselina (tj. njen aktivni oblik piruvat jon), kao
krajnji proizvod glikolize podleze daljem procesu degradacije: respiraciji (u aerobnim

uslovima) i fermentaciji (u anaerobnim uslovima) [114].

skrob gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza
H;PO,
1,3-difosfoglicerat
A
glukoza-1-fosfat lfosfoglicerat kinaza
H fosfoglukomutaza 3-fosfoglicerat
[
glukoza-6-fosfat Lfosfog]iccrat mutaza
nheksafosfal izomeraza 2-fosfoglicerat
A
fruktoza-6-fosfat enolaza
l fosfofruktokinaza fosfoenolpiruvat
fruktoza-1,6-difosfat l
I piruvat === laktat
laktat
l i aldolaza dehidrogenaza
dihidroaceton ==—= glicerilaldehid piruvat dekarboksilaza
fosfat triozafosfat  trifosfat
izomeraza
acetaldehid =—— etanol
alkohol
dehidrogenaza

Slika 3.10. Sematski prikaz glikoliti¢kog razlaganja ugljenih hidrata [114]

U prisustvu Kkiseonika piruvat se prevodi u acetil-CoA putem oksidativne
dekarboksilacije (u mitohondrijalnom matriksu) pomocéu piruvat-dehidrogenaze. Ova
reakcija povezuje glikolizu sa Krebsovim ciklusom (ciklusom limunske kiseline). U ovom
ciklusu acetil-CoA potpuno oksidise dajuc¢i dva molekula CO; i reduktivne ekvivalente
NADH+H" i FAD-H, [114, 129].

U toku alkoholne fermentacije, transformacija pirogrozdane Kiseline u etanol i
ugljendioksid se vrSi u dve faze. U prvoj fazi se, pod uticajem enzima piruvat-
dekarboksilaze i u prisustvu tiaminpirofosfata TPP, katalizuje dekarboksilacija piruvata i
nastaje acetaldehid. U drugoj fazi se acetaldehid redukuje u etanol pomoéu NADH+H" i

alkoholdehidrogenaze. U ovoj reakciji nastaju dva molekula etanola i dva molekula CO,.
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Centralni proizvod je ATP koji ¢elije kvasca koriste u endergonskim reakcijama, dok su
etanol i CO, metabolicki otpadni proizvodi [114]. Na slici 3.11. predstavljena je upro$éena

Sema sinteze etanola [142].

2 ADP
+2 @ 2ATP 2 CO2 released
GLYCOLYSIS o
/\ Q
2 NAD* 2 NADH : Iy
. Pyr'uvu: . NAD,H AN 2 Ethanol
Glucose acid +2H

Slika 3.11. Sematski prikaz razgradnje glukoze do etanola [142]

Alternativni na¢in oksidacije glukoze je heksoza-fosfatni ili pentoza-fosfatni put.
Ovim putem se omogucuje proces konverzije heksoza u pentoze, koje su znacajne za
biosintezu nukleinskih kiselina. Pored toga, kao rezultat ovog metaboli¢kog puta nastaje
veéi broj molekula NADPH+H" koji se koriste za sintezu masnih kiselina, amino kiselina i
dr. Pored heksoza kvasci koriste i nekonvencionalne izvore ugljenika kao S§to su
biopolimeri, pentoze, alkoholi, polioli, ugljovodonici, masne kiseline i organske kiseline.
Disaharidi, kao §to su maltoza, saharoza, melibioza, laktoza i celibioza, mogu se koristiti
kao nutrijenti u prisustvu hidrolaza koje hidrolizuju pomenute disaharide do monosaharida.
Ostali biopolimeri kao §to su skrob, inulin, celuloza, hemiceluloza i pektin, mogu se
direktno koristiti kod nekih kvasaca (npr. Saccharomyces diastaticus koji se razvija na
skrobnim sirovinama jer sintetiSe enzim amilazu), dok je kod ostalih kvasaca potrebno
izvr$iti prethodnu hidrolizu polimera sa enzimima (koji nisu prisutni u ¢eliji, amilolitic¢kim
enzimima) da bi se mogli koristiti kao nutrijenti. Pomenuta hidroliza polimera se Kkoristi
upravo kod dobijanja bioetanola iz skrobnih sirovina. Pentozni Seceri mogu da fermentisu
do etanola samo kod odredenih vrsta kvasaca. Neki kvasci mogu Koristiti i etanol i
metanol.

Ukoliko kvasci rastu na supstratima koji nisu ugljeni hidrati kao izvorima
ugljenika, neophodna je sinteza Secera za biosintezu makromolekula, narocito polisaharida.

Biosinteza ugljenih hidrata vrsi se procesom glukoneogeneze. Biosintetski put prevodenja
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piruvata u glukozu odigrava se u mitohondrijama i citoplazmi procesom obrnutim glikolizi.
Glikogen kao rezervni ugljeni hidrat dobija se iz glukoza-6-fosfata koji se prevodi u
glukoza-1-fosfat, koji se dalje aktivira uz UTP daju¢i UDP-glukozu kao vrstu startera na
koga se mogu nadovezati ostale monosaharidne jedinice.

Katabolizam masti zapocinje hidrolizom pod dejstvom lipaza i nastaju glicerol i
masne Kkiseline. Glicerol se dalje fosforiluje i zatim se kao glicerol-fosfat ukljucuje u
procese biosinteze masti, ili se dehidrogenuje pri ¢emu nastaje dihidroksiacetonfosfat koji
se ukljucuje u glikolizu. Katabolizam masnih kiselina se vrsi procesom B-oksidacije u
peroksizomima, koji se razlikuje od sistema u mitohondrijama po uces¢u katalaza u
oksidaciji FADH, i po mehanizmu oksidacije NADH+H". Biosinteza masti je u uskoj vezi
sa metabolizmom ugljenih hidrata jer se prekursori za biosintezu masti dobijaju
oksidativnom dekraboksilacijom piruvata, posto je osnovna gradivna jedinica masti acetil-
CoA. Sinteza se vrsi dejstvom multienzimskog kompleksa koga ¢ine enzimi iz grupe
transacilaza i ligaza.

Katabolizam proteina se odigrava ili opStim putevima karakteristiénim za vecinu
amino kiselina: dezaminacija, transaminacija i dekarboksilacija, ili specificnim putevima
karakteristi¢nim za svaku amino kiselinu. Slobodne amino kiseline se jednim delom koriste
za izgradnju proteina, a drugim delom se koriste za potpunu razgradnju do uree, CO; i
vode odnosno do meduproizvoda ciklusa uree. Za funkcionisanje kvasca neophodni su
izvori azota koji uCestvuju u izgradnji kvaSceve celijske mase, DNK, RNK, ATP, ADP 1
enzima. Azot je neophodan i zbog zastite kvasca od toksi¢nog dejstva etanola u poslednjim
fazama fermentacije. U slucaju nedovoljne koli¢ine azota u toku alkoholne fermentacije,
smanjen je rast kvasca i u tom slucaju samo 70% glukoze se prevodi u etanol 1 CO,, a

ostatak se transformi$e u glikogen [114, 129].
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3.3.2.1.4. Rast i razmnozavanje kod kvasaca

Za uspesno vodenje i regulaciju mikrobnog procesa neophodno je poznavati
kinetiku mikrobnog rasta, koja se graficki moze predstaviti pomoc¢u Krive rasta. Prema
brzini rasta i razmnozavanja mikroorganizama, odnosno kvasaca, na krivoj se mogu
razlikovati sledece faze:

- lag faza (faza prilagodavanja)

- log faza (eksponencijalna ili logaritamska faza)

- stacionarna faza

- faza izumiranja mikroorganizama

U lag fazi mikroorganizmi se prilagodavaju na uslove sredine, aktiviraju se
postojeéi i1 sintetizuju adaptivni enzimi, raste sadrzaj nukleinskih kiselina tj. celija se
priprema za intezivne procese biosinteze i rasta. Trajanje ove faze zavisi od uslova sredine
1 fizioloskih karakteristika mikroorganizama. Ova faza traje krace $to su uslovi sredine
optimalniji i ako su mikroorganizmi na njih adaptirani. Ova faza se sastoji iz dva dela. U
prvom delu broj ¢elija ne raste, dok se zapremina ¢elija, ukupna protoplazma i sadrzaj
ribonukleinskih kiselina povecava tj. sintetizuju se celijski konstituenti. U drugom delu
brzina razmnozavanja raste do maksimalnog broja koji se ostvaruje do kraja log faze, a
takode raste 1 protoplazma i zapremina celije.

Log faza je faza u kojoj dolazi do intezivnog razmnozavanja mikroorganizama.
Broj mikroorganizama raste po geometrijskoj progresiji. U ovoj fazi se vrsi intezivna
razmena materije i1 energije izmedu mikroorganizama i spoljne sredine, usled cega se
sastav sredine stalno menja. Sadrzaj hranljivih materija se postepeno smanjuje, a raste broj
¢elija i koncentracija metabolita. Ova faza je od posebnog znacaja za industrijsku
proizvodnju jer se u njoj sintetizuje najve¢i broj proizvoda metabolizma tzv. primarni
metaboliti: alkoholi, organske kiseline, ketoni, amino kiseline, nukleotidi, polisaharidi i
vitamini. Mnogi od proizvoda metabolizma deluju inhibitorno na rast i razmnoZzavanje
¢elija, tako da kumulativnim delovanjem sa smanjivanjem i iscrpljivanjem hranljivih
materija, rast ¢elija se postepeno usporava i na taj nac¢in mikroorganizmi ulaze u sledecu

fazu rasta.
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U stacionarnoj fazi rasta isti broj mikroorganizama nastaje i nestaje. Naime, postoji
1 dalje razmena materija sa okolinom, ¢elije 1 dalje rastu i razmnozavaju se, ali istovremeno
ekvivalentan broj ¢elija odumire usled delovanja nepovoljnih faktora. I u ovoj fazi dolazi
do stvaranja vrlo znacajnih proizvoda metabolizma tzv. sekundarnih metabolita:
antibiotika, giberelina, bioloskih pesticida i alkaloida. Nepovoljni faktori usled kojih dolazi
do stacionarne faze su: iscrpljivanje nekog esencijalnog hranljivog sastojka, utro$ak
rastvorenog kiseonika, promene pH, nagomilavanje toksi¢nih materija itd.

U fazi izumiranja vec¢i broj mikroorganizama nestaje nego $to nastaje. Naime, u
ovoj fazi hranljive materije iz sredine su utroSene, nagomilana je velika koli¢ina
metabolita, 1 poSto ne postoje uslovi za rast, mikroorganizmi postepeno odumiru, pa se
sadZzaj mikrobne biomase u sistemu stalno smanjuje [113]. Na slici 3.12. graficki je
prikazana zavisnost broja celija od vremena (kriva rasta), kao i sinteza primarnih i
sekundarnih metabolita.

Stationary

Broj Celija

Sinteza metabolita

Secondary
metabolite

Vreme, h

Slika 3.12. Kriva rasta mikroorganizama i sinteze metabolita

Razmnozavanje kod kvasaca moze biti bespolno i polno. Jedan od nacina
vegetativnog (bespolnog) razmnozavanja je pupljenje. U pocetku se na povrsini celije
formira mali izraStaj u vidu pupoljka koji se povecava sve dok ne dostigne karakteristicnu
veli¢inu za datu vrstu, nakon ¢ega se odvaja od majke celije. Pupljenje zapocCinje kada
majka c¢elija dostigne kritiénu veli¢inu, i kada ujedno pocinje i sinteza DNK. Ovo je

praceno slabljenjem celijskog zida, povecanjem pritiska u ¢eliji 1 izlaskom citoplazme u
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oblast ogranicenu celijskim zidom nove celije. Klju¢no u pojavljivanju pupoljka je
regulacija enzima neophodnih za sintezu celijskog zida, kao i transport receptora
citoplazmaticne membrane pupoljka. Hitin formira prsten izmedu majke ¢elija i pupoljka, 1
nakon separacije hitin ostaje na majki ¢eliji u vidu oziljka (na osnovu oziljka moze se
odrediti starost ¢elije). Nastao pupoljak dobija oblik ¢elije majke i podudaran je sa njom u
pogledu citoplazme i jedarnog aparata koji obuhvata mehanizam genetske kontrole i
narednog pupljenja. Karakteristicno za svaku vrstu je raspored i broj pupoljaka, njihovo
odvajanje 1 povezanost novonastale ¢elije sa majkom celijom. Novonastale ¢elije mogu da
nastave i1 same da pupe, usled Cega se stvaraju razgranati nizovi i grozdovi Celija kvasca.
Vegetativno se kvasci mogu razmnozavati i deljenjem ili kombinovano (pupljenjem i
deljenjem). Kvasci iz roda Saccharomyces razmnozavaju se pupljenjem, dok je za kvasce
iz roda Schizosaccharomyces karakteristi¢no razmnozavanje deljenjem [113, 129].

Istrazivanja su pokazala da celije dok pupe imaju sposobnost da proizvode etanol
vise od 30 puta brze nego Celije koje su u miru. Kada sadrzaj etanola dostigne vrednost oko
11-12% smanjuje se broj celija koje pupe i stres (usled povecanog sadrzaja etanola) na
¢elije se povecava. Kao $to je ve¢ napomenuto nivo trehaloze u membranama utice na
tolerantnost kvasca na etanol. Kompanija Alltech je pronasla da kada je sadrzaj trehaloze u
kvascu visok istovremeno se mogu posti¢i dva cilja — brz pocetak i brz kraj fermentacije,
Sto predstavlja prednost s obzirom da se u tehnologiji etanola fermentacija izvodi tako da
éelije kvasca zapoénu fermentaciju brzo. U Alltech-u su patentirali Super Twin soj™ tj.
postupak pomoc¢u dva soja kvasca. Dva soja se upotrebljavaju da se potpomogne brzi start,
visoka viabilnost i pupljenje u kasnoj fermentaciji, odnosno pupljenje zapocinje ranije i
nastavlja se duze i tako daje ve¢e mogucnosti za alkoholnu fermentaciju. Prvi soj je soj
1230 suvog kvasca koji prvi pocinje pupljenje, a drugi je soj 1226 suvog kvasca koji brze
zapocinje sintezu etanola u toku fermentacije (on podstice pupljenje pri kraju fermentacije)
[4].

Polno razmnozavanje ogleda se u formiranju askospora koje nastaju u kesicastim
organima askusima. Broj askospora u askusu varira od 1-16. Kvasci iz roda
Saccharomyces imaju 4 askospore u askusima. Postoje haploidni i diploidni kvasci tj. sa
polovinom i punim brojem hromozoma. Vecina kvasaca koji se koriste u industriji su

diploidni. Pre nastajanja askospora dolazi do spajanja kompletnog geneti¢kog materijala

86



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

izmedu dve jedinke razliitog pola uz spajanje jedara. Spojena jedra se nakon toga

redukciono dele. Do spajanja moze do¢i i posle formiranja spora. [113].

3.3.2.1.5. Kvasci kao producenti bioetanola

Efikasnost iskori§¢avanja supstrata i ekonomi¢nost procesa alkoholne fermentacije
znacajno zavisi od fizioloskih karakteristika koris¢enih mikroorganizama. Primenom
kvasaca prinos etanola moZe biti veci 1 od 90% od teorijskog prinosa, a koncentracija
etanola u komini oko 10-12% vol. Na bazi uglavnhom laboratorijskih ispitivanja, objavljeni
su rezultati selekcije mikroorganizama koji mogu fermentisati Secere do 15% vol. etanola
[143], pa ¢ak i 23% vol. [144]. Kvasci su u odnosu na kiseonik fakultativno anaerobni
mikroorganizmi. U odnosu na temperaturu pripadaju mezofilnim mikroorganizmima sa
optimalnom temperaturom rasta i razvi¢a od 25-45 °C. Da li ¢e kvasac fermentisati neki
Secer zavisi od toga da li postoji transportni mehanizam za taj Secer, enzimi potrebni za
njegovu razgradnju i kakva je prostorna struktura Secera. Kvasci mogu da fermentiSu
supstrate sa razli¢itim koncentracijama Secera, obi¢no od 4-16%. Postoje i osmofilni kvasci
koji se razvijaju u koncentrovanijim sredinama, a to su predstavnici iz roda
Zygosaccharomyces: Z. rouxii i Z. melis. U odnosu na etanol kvasci se normalno razvijaju
u sredinama do 10% vol. etanola [113].

Selekcija soja kvasca se vrsi prema slede¢im osobinama:

- brzini fermentacije

- visokom prinosu etanola po jedinici utroSenog supstrata

- visokoj tolerantnosti na etanol

- malim zahtevima u pogledu nutrijenata

- otpornosti prema viSim koncentracijama Secera

- niskom sadrzaju isparljivih kiselina [39].

Kao $to je ve¢ ranije napomenuto, za proizvodnju etanola najznacajniji su kvasci iz
porodice  Saccharomycetaceae, odnosno vrste iz roda Saccharomyces i
Schizosaccharomyces.

Vrsta Saccharomyces cerevisiae, ¢iji se sojevi primenjuju u razliCitim

fermentacijama, je poznata kao pivski kvasac ,.gornjeg vrenja“. Upotrebljava se takode u
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pekarstvu (pekarski kvasac), u proizvodnji vina, rakije itd. Razmnozava se bespolno
pupljenjem ili polno pomoc¢u askospora (ima 4 spore u askusu) [113].

Drugi predstavnik je Saccharomyces carlsbergensis koji se upotrebljava u
pivarstvu kao kvasac ,,donjeg vrenja“. Ovaj kvasac je dobio ime po pivnici Carlsberg u
Kopenhagenu, gde je prvi put izolovan kao ¢ista kultura 1883. godine od strane Dr Emila
Christian Hansen-a [113]. Medutim, danas sinonim za ovaj kvasac je Saccharomyces
pastorianus, koji predstavlja hibrid kvasaca S. cerevisiae i S. bayanus. [113, 139, 140].

S. cerevisiae i S. pastorianus su morfoloski vrlo sli¢ni, ali se razlikuju po
fizioloskim karakeristikama. Oba kvasca podjednako brzo previru glukozu i fruktozu,
manozu sporije, a za previranje galaktoze je neophodna prethodna indukcija enzima. Od
disaharida brzo previru saharozu i maltozu, a od trisaharida maltotriozu, ali znatno sporije.
Ne koriste dekstrine, inulin i laktozu. S. cerevisiae delimi¢no previre rafinozu i ne Koristi
melibiozu, za razliku od S. pastorianus koji ih potpuno previre. Kada je u podlozi prisutno
viSe vrsta Secera, kvasci ih fermentisu po odredenom redosledu. Prvo se koristi saharoza,
koja se ekstracelularnim enzimima razgradi do fruktoze i glukoze, zatim se previre maltoza
pa maltotrioza. U smeSi glukoze i fruktoze znatno brze se razgraduje glukoza [112]. U
tabeli 3.2. je prikazana sposobnost previranja razlicitih Sec¢era kod kvasaca S. cerevisiae, S.
pastorianus i Schizosaccharomyces pombe [130]. Optimalna temperatura za fermentaciju
etanola za S. cerevisiae je 28 °C, a za S. pastorianus je 25 °C. Optimalna pH vrednost za

ova dva kvasca je 4-5, a koncentracija Secera u podlozi od 15-20% [112, 113].

Tabela 3.2. Prikaz secera koje mogu previrati kvasci S. cerevisiae, S. pastorianus i Sch.
pombe [130]

Glu | Ga | Sah | Mal | La | Me Ra Treh | Cel | Inu | Skrob
S. cerevisiae + + + + - - +,slabo +/- - - -
S. pastorianus + + + + - + | +,potpuno | +/- - - -
Sch. pombe + - + + - - + - - - -

Glu=glukoza, Ga=galaktoza, Sah=saharoza, Mal=maltoza, La=laktoza, Me=melibioza, Ra=rafinoza,

Treh=trehaloza, Cel=celobioza, Inu=inulin
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Kvasac Saccharomyces uvarum danas se smatra kao sinonim za kvasac S. bayanus.
Prvi ga izolovao Martin Williem Beijerinck (1898. god.). Takode predstavlja kvasac
»~donjeg vrenja“, toleriSe i do 18 vol% etanola i morfoloski je slicnog izgleda kao S.
cerevisiae [113, 139, 140].

Od vinskih kvasaca poznata vrsta koja se koristi za dobijanje etanola je i S.
ellipsoideus koji ulazi u sastav epifitne mikroflore grozda. M. Reess je prvi identifikovao i
dao ime kvascu S. ellipsoideus kao kvasac koji previre voéne sokove. Enolozi, 1975.
godine, definiSu ovaj kvasac kao striktni vinski kvasac, ¢iji je sinonim S. vini [136]. Danas
se smatra kao varijetet kvasca S. cerevisiae (odnosno S. cerevisiae var. ellipsodeus) [138,
140]. Ovaj kvasac ima celije ovalnog, elipsoidnog obilka, i podnosi visoke koncentracije
etanola (do 14% vol.) [113].

U prirodi je veoma raSirena vrsta Kloeckera apiculata koja je deo epifitne
mikroflore voéa i &ini 70% svih kvasaca u prirodi. Celije su kruskastog i limunastog
oblika. Veoma se brzo razmnozava i zbog toga na pocetku spontane fermentacije ima
glavnu ulogu, stvara 3-4% vol. etanola i onemogucuje razvoj bakterija i plesni. Medutim,
ovaj kvasac je slabo otporan na etanol, relativno brzo zaustavlja aktivnost i ustupa mesto
kvascima otpornijim na etanol (S. ellipsoideus). Maksimalno proizvodi 5-6% vol. etanola
[113].

Za proizvodnju etanola mogu se koristiti i kvasci iz roda Schizosaccharomyces,
naroCito u toplijim krajevima. Njihova optimalna temperatura rasta je 37 °C, a Celije su
cilindri¢nog ili sfericnog oblika. Vrsta Schizosaccharomyces pombe je izdvojena iz
africkog piva koje se proizvodi iz prosa. Njegovi sojevi se koriste u Meksiku i Argentini za
dobijanje Spiritusa na temperaturama od 32 do 42 °C. U naSim krajevima se koristi za
dobijanje zestokih alkoholnih pica (jabukovace) [113].

Primena mezofilnih kvasaca u regionima sa visokim prose¢nim temperaturama u
toku godine je nerentabilna zbog visokih spoljnih temperatura i ulaganja velike koli¢ine
energije da bi se odrZala temperatura izmedu 25 1 30 °C. U takvom podneblju primenu su
nasli termotolerantni kvasci iz roda Kluyveromyces. Vrsta Kluyveromyces marxianus
produkuje etanol na temperaturi iznad 40 °C, a maksimalna temperatura rasta je u opsegu
od 49-52 °C [109, 145]. Prinos etanola, tolerantnost na pH i osmotski pritisak su sli¢ni kao
kod S. cerevisiae, a tolerantnost na etanol niza [146]. Termotolerantni kvasci se uspesno

mogu primeniti u postupku simultane saharifikacija i fermentacije jer visa temperatura
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dozvoljava brzu i efikasniju enzimsku hidrolizu supstrata [109]. Prednosti kori$¢enja
termofilnih mikroorganizama u proizvodnji etanola su sledece:

- na visokim temperaturama koje su optimalne za njihov rast skracuje se vreme

trajanja fermentacije, 1 ostvaruje se veca efikasnost fermentacije

- viskozitet fermentacionih podloga se smanjuje sa povecanjem temperature, pa je

potrebno uloZiti manje energije za meSanje

- smanjena je potreba za ulaganjem energije da bi se odrzao proces na Zeljenoj

temperaturi

- nisu neophodni sterilni uslovi procesa

- rastvorljivost kiseonika i1 drugih gasova u fermentacionoj te¢nosti se smanjuje sa

povecanjem temperature $to omogucava dugotrajno odrzavanje anaerobnih uslova
[4].

Pod anaerobnim uslovima neke vrste nizih i visih plesni mogu da izazovu
alkoholnu fermentaciju kao $to su: Mucor rouxii, Mucor orysae i Rhizopus sp., kao i vrste
iz roda Aspergillus. Ovi mikroorganizmi u anaerobnim uslovima podsecaju na prave
kvasce. Mogu da fermentiSu Secere dajuci do 5% vol. etanola. Njihovi predstavnici su se
ranije koristili za saharifikaciju polisaharida pre upotrebe pravih kvasaca. U Kini i Japanu

se koriste za spremanje slabih alkoholnih pic¢a [113].

3.3.2.2. Bakterije

U proizvodnji etanola pored kvasaca mogu se Koristiti i odredene vrste bakterija
koje imaju primenu u proizvodnji slabih alkoholnih pi¢a u tropskim krajevima 1 pripadaju
tzv. Secernim bakterijama — Saccharomonas. U slatkom soku agavinog lista i u palminom
soku otkrivena je bakterija Pseudomonas lindneri [113].

U proizvodnji etanola iz lignoceluloznih sirovina veoma se uspe$no primenjuje
gram (-) bakterija Zymomonas mobilis, koja moze tolerisati sadrzaj etanola do 120 g/l. U
odnosu na vrste iz roda Saccharomyces daje veci prinos etanola (za 5-10% vise etanola po
jedinici glukoze) i do 2,5 puta vecu specificnu produktivnost etanola. To je posledica
fiziologije bakterije, jer ona metaboliSe glukozu putem Entner-Doudoroff-ovog puta (ED
puta) u anaerobnim uslovima, u odnosu na EMP put (glikolizu) kod kvasaca. Bakterija

Zymomonas produkuje manje biomase i sporednih proizvoda (kao $to su glicerol, ¢ilibarna
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kiselina, acetoin, butandiol i siréetna kiselina) nego kvasac. Ova bakterija takode ima male
zahteve za nutrijentima. Medutim, i pored navednih prednosti, nedostaci Z. mobilis su §to
fermentiSe samo glukozu, fruktozu i saharozu (ali ne i ksilozu i arabinozu koje nastaju pri
razgradnji pentoza) i potrebna je sterilizacija podloge Sto povecava troskove proizvodnje
[110].

lako ova bakterija daje visoke prinose u proizvodnji etanola i iz skrobnih sirovina,
svi komercijalni proizvodaci vr$e fermentaciju pomocu kvasaca. Dalji razvoj upotrebe ove
bakterije bi se odnosio na povecanje tolerantnosti na inhibitore (Z. mobilis je manje
tolerantan na siréetnu kiselinu), redukciju upotrebe faktora rasta, poboljsanje
produktivnosti etanola, mogucnosti bakterija da proizvode etanol u ve¢im bioreaktorima, i
dobijanje takvih sojeva bakterija koji imaju kvalitativne prednosti u poredenju sa kvascima
(kao $to je redukovana potreba za celulazama) [110].

Jo§ jedna gram (-) bakterija pogodna za prevodenje celuloze u etanol je Klebsiella
oxytoca. Ova bakterija raste na pH~5 i temperaturi od 35 °C, a od Secera koristi i heksoze i
pentoze (kao i celobioze i celotrioze). FermentiSe glukozu do raznih organskih kiselina i
drugih neutralnih proizvoda. U poredenju sa Z. mobilis moze fermentisati veéi broj
supstrata. Etanol se formira preko PFL (piruvat formiat-liaze) puta, u anerobnim uslovima,
pri ¢emu se pored etanola formiraju formiati i acetati. Prvi enzim u ovom procesu prevodi
piruvat u formiat i acetil-CoA koji se kasnije metaboliSe do acetata ili etanola. PFL put je
neaktivan u prisisutvu kiseonika i pri niskim pH vrednostima [110].

Primenom termofilnih bakterija u proizvodnji etanola dobijeni su dobri rezultati sa
Thermoanaerobacter ethanolicus. Optimalna temperatura rasta ove bakterije je 69 °C.
Prednosti u odnosu na druge proizvodne mikroorganizme su: Sirok pH optimum (5,5 do
8,5) i1 sposobnost da koristi veliki broj supstrata ukljucujuci skrob, celobiozu, laktozu i

razne pentoze [4].

Pored klasi¢nih metoda koje se primenjuju za dobijanje efikasnijeg proizvodnog
mikroorganizma danas se koriste metode genetickog inzenjerstva. Vezano za proizvodnju
bioetanola na skrobnim hidrolizatima znacajni su pravci dobijanja mikroorganizama koji
istovremeno imaju i oSeceravajucu i fermentativnu aktivnost [147], ili ¢ak kombinovanu
likvefakcionu, oSeceravajuéu i fermentativnu [148]. Medutim, jedan od osnovnih
nedostataka primene geneticki modifikovanih mikroorganizama je njihova nedovoljna

stabilnost. Naime, tokom vremena u procesu moze do¢i do njihove reverzije (gubitka
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ubacenih gena), gubitka Zeljenih osobina, geneti¢ki manipulisani mikroorganizmi sporije
rastu, a i sam proces zahteva ve¢e mere bezbednosti da ne bi doslo do oslobadanja ovih

mikroorganizama u okolinu [4].

Formiranje soja Escherichia coli, gram (-) bakterije, koja selektivno proizvodi
etanol iz celuloznih sirovina, je prva uspe$na primena metabolickog inzenjerstva.
Escherichia coli ima nekoliko prednosti: sposobnost da fermentise Sirok spektar Secera, ne
zahteva kompleksne faktore rasta i ima primarnu industrijsku primenu (npr. za proizvodnju
rekombinantnih proteina). Nedostaci su neutralna pH vrednost na kojoj raste (pH=6-8) i
manja izdrzljivost kulture u poredenju sa kvascem. Escherichia coli fermentise Secere do

etanola i organskih kiselina. Etanol se dobija iz piruvata preko PFL puta [110].

3.3.3. Alkoholna fermentacija sa imobilisanim mikroorganizmima

Alkoholna fermentacija se moze izvrsiti pomoc¢u slobodnih ili imobilisanih ¢elija
mikroorganizama. Poslednjih godina veliku paznju su upravo privukli imobilisani ¢elijski
sistemi zbog brojnih prednosti koje poseduju. Imobilizacija predstavlja postupak kojim
¢elije mikroorganizama, fizickim ili hemijskim putem, bivaju pri¢vrs¢ene za povrSinu ili
smestene unutar strukture odredenog nosaca, pri ¢emu ne dolazi do gubitka njihove
viabilnosti i kataliticke aktivnosti [96]. Primenom ovog postupka moguce je ostvariti
visoku koncentraciju kataliti¢ki aktivne biomase u odredenom delu prostora Sto dovodi do
visoke produktivnosti reaktora, poboljSanja stabilnosti procesa i1 dobijanja krajnjeg
proizvoda uniformnog kvaliteta. Osnovne prednosti primene imobilisanih ¢éelijskih sistema
u proizvodnji etanola su:

- moguénost postizanja visoke koncentracije aktivnih ¢elija unutar bioreaktora, $to
vodi ka povecanju volumetrijske produktivnosti, skra¢enju vremena fermentacije i
eliminaciji neproduktivnih faza éelijskog rasta

- povecanje stabilnosti i viabilnosti ¢elija mikroorganizama,

- povecanje iskoriS¢enja supstrata i prinosa etanola

- mogucnost izvodenja kontinualnih fermentacija sa velikim brzinama razredenja

bez rizika da dode do ispiranja Celija,
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- povecanje tolerantnosti imobilisanih celija prema visokim koncentracijama
supstrata, i smanjenje inhibicije proizvodom ili supstratom

- nosaci koji se koriste u postupku imobilizacije imaju zastitnu ulogu pri fizicko-
hemijskim uticajima pH, temperature, rastvaraca i teSkih metala na ¢elije mikroorganizama

- moguénost regeneracije 1 ponovnog koriS¢enja imobilisanih celija
mikroorganizama

- mogucnost izvodenja istovremene saharifikacije 1 fermentacije primenom
koimobilisanih ¢elijskih sistema [7, 149, 150].

Razvijene i primenjene metode imobilizacije ¢elija su slicne kao kod imobilizacije
enzima i prikazane su na slici 3.13. [4]. Prakti¢nu primenu u fermentacionim procesima u
najve¢oj meri imaju metod smeStanja celija unutar matrice gela i adsorpcija celija.
Imobilizacija postupkom smestanja ¢elija u matricu gela se izvodi meSanjem suspenzije
¢elija sa rastvorom polimera i njihovim dispergovanjem (ukapavanjem/ekstruzijom ili
emulgovanjem) u vidu kapljica u odgovaraju¢i medijum gde se podvrgavaju procesu
ocvrs¢avanja. Na ovaj nacin se dobijaju gel-Cestice sfernog oblika u se €ijoj matrici nalaze
imobilisane Celije. Ovaj postupak imobilizacije je danas najSire rasprostranjen kako zbog
same jednostavnosti izvodenja imobilizacije u blagim uslovima (za same celije), tako i
zbog toga Sto je moguce posti¢i visoku koncentraciju aktivnih ¢elija po jedinici mase
nosaca [149]. Najcesce koriS¢eni nosaci pri ovom postupku imobilizacije su nosaci
polisaharidne prirode, kao S§to su Ca-alginat, karagenan, agar, pektin, zatim nosaci
proteinske prirode (kolagen, zelatin), epoksi smole i neki sintetski polimeri
(polivinilalkohol). U poslednje vreme dobri rezultati se dobijaju primenom strugotine
drveta, mineralnih materija vulkanskog porekla (kisiris), narandzine kore i epoksi smola
kao nosaca za imobilizaciju. Ca-alginat je naj¢esc¢e koris¢eni nosac za imobilizaciju celija.
Ovaj nosa¢ je ispoljava zadovoljavajucu stabilnost pri duzem koris¢enju u toku
kontinualnih fermentacija, a kvasac imobilisan u alginatu obezbeduje visoke prinose
etanola [109, 149-155].
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Slika 3.13. Sematski prikaz razli¢itih metoda imobilizacije: A) imobilizacija na
povrsini ¢vrstih nosaca, B) obuhvatanje unutar poroznog matriksa-gela, C) flokulacija

(agregacija) Celija, D) mikroinkapsulacja [4]

Imobilizacija moze uticati na rast, fiziologiju i metabolicku aktivnost ¢elija
mikroorganizama. Za ove promene u imobilisanim c¢elijama odgovorni su sledeéi
parametri: ogranicenje prenosa mase difuzijom, promene u morfologiji celije, uticaj
osmotskog pritiska, uticaj na permeabilnost celijske membrane i dostupnost osnovnih
hranljivin materija [150]. Prasad [156] je pored ve¢ poznatih prednosti imobilizacije,
ukazao i na odredene nedostatke. U nekim slucajevima efikasnost imobilisanih ¢elija moze
biti znatno smanjena u odnosu na sisteme sa suspendovanim slobodnim ¢elijama
mikroorganizama usled ogranicenja koja postoje kod difuzije substrata u gel-Cesticu, pa

¢elije koje se nalaze duboko u matriksu postaju neaktivne. S druge strane, zbog difuzionih
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ograni¢enja moze do¢i i do akumulacije proizvoda (etanola) u matriksu i do pojave
inhibicije proizvodom. Takode, alginat i polisaharidni hidrogelovi nisu se pokazali kao
odgovaraju¢i nosaci u proizvodnji alkohola na industrijskom nivou zbog njihove visoke

cene i niske hemijske i mehanicke stabilnosti [150].

3.3.4. Metode izvodenja fermentacije u proizvodnji bioetanola

Alkoholna fermentacija u proizvodnji etanola se moze izvoditi na Cetiri nacina:
diskontinualno, kontinualno, dolivho i semikontinualno. Najces¢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 se zahteva u industriji je onaj koji
zahteva minimum ulaganja za opremu uz maksimalne koli¢ine proizvoda [4].

Diskontinualni postupak je veoma poznat postupak i podrazumeva prevodenje
supstrata tokom 36-48 h u etanol sa prinosom od 90 do 95% od teorijskog prinosa etanola,
I sa krajnjom koncentracijom etanola od 10 do 16% vol. Nakon zavrSene fermentacije
fermentisana podloga se pumpom prebacuje u prihvatni sud iz koga se napajaju
destilacione kolone. Nakon prazenjenja sledi pranje i sterilizacija fermentora, i priprema za
novu fermentaciju. Ovaj postupak ima sledece prednosti: niske investicije; ne zahteva
mnogo kontrole; mali zahtevi za kompletnu sterilizaciju; ne zahteva naporan rad; mali rizik
od finansijskih gubitaka; lako vodenje procesa; velika fleksibilnost se postize upotrebom
fermentora za razne specifi¢nosti proizvoda; dobro definisano vreme trajanja fermentacije,
tako da se mogu ostvariti visoki nivoi konverzije; nizak rizik od infekcije i mutacije ¢elija,
kad se koristi relativno kratko vreme fermentacije. Medutim, postoje i nedostaci ovih
sistema kao §to su: neproduktivno vreme za praznjenje, pranje, sterilizaciju, hladenje,
zagrevanje i ponovno postavljanje fermentora (fermentor je iskoris¢en samo 80%); Ceste
sterilizacije mogu da dovedu do oscilovanja u mernim instrumentima; ¢e$ée pripremanje
inokuluma i kontrola ovog nestacionarnog procesa zahteva viSe tokova; veci rizik za
osoblje od moguceg kontakta sa patogenim mikroorganizmima ili toksi¢nim produktima;
inicijalna lag faza smanjuje produktivnost fermentora. Pored ovih nedostataka

diskontinualni nacin vodenja fermentacije preporucuje se u fabrikama malog kapaciteta;
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jedan fermentor je dovoljan da se proizvede veci broj proizvoda. Efikasnost diskontinualne
fermentacije moze se povecati uvodenjem recirkulacije celija kvasca ("Melle Boinot
postupak”).

Dolivni postupak (fed-batch) moze se smatrati kao kombinacija diskontinualnog i
kontinualnog postupka i veoma je popularan u proizvodnji etanola. Hranljiva podloga se
dozira tako da se koncentracija izvora ugljenika odrZzava konstantnom, i na taj nacin se
inhibicija substratom odrzava na minimumu. Substrat se dodaje onom brzinom kojom se
trosi, a proces traje dok se ne dostignu limitirajuée koncentracije etanola ili se ne utrosi
neki esencijalni nutrijent. Prednosti ove fermentacije su: postizanje visokih prinosa u dobro
definisanom vremenu kultivacije (tokom fermentacije ne dodaju se niti odvode celije
proizvodnog mikroorganizma); visok nivo fleksibilnosti; smanjene su moguénosti za
mutaciju proizvodnog mikroorganizma, i rizik od infekcije; moguca je optimizacija uslova
rasta, produkcione faze kao i starosti ¢elija. Nedostaci dolivnog postupka fermentacije su
slede¢e: neproduktivnho vreme punjenja, zagrevanja, sterilizacije, hladenja, praznjenja i
pranja fermentora; visi zahtevi za radnu snagu, ili skupi instrumenti kao S§to je
kompjutersko vodenje (na primer, odrzavanje koncentracije sustrata zahteva skupe
instrumente); veée moguénosti rizika za radnike od kontakta sa patogenim
mikroorganizmima ili toksicnim produktima; i viSe habanja i troSenja instrumenata od
Ceste sterilizacije.

Semikontinualni postupak obuhvata takozvane ulazno-izlazne, proto¢ne procese i
varijacije ciklicnih fermentacija. U ovom procesu se jedan deo sadrzaja fermentora, Sa
proizvodnim mikroorganizmom izvodi iz fermentora i dodaje ista zapremina sveze
podloge. Ovaj tip fermentacije se moze izvoditi sa nekoliko fermentora. Prednosti ovog
postupka fermentacije su: nije potreban sud za inokulum, sem na pocetku rada; ne gubi se
vreme za neproduktivne operacije pranje i ponovnu sterilizaciju; visoka fleksibilnost, malo
habanja i oStecenja instrumenata od sterilizacije; ne treba mnogo kontrole. Primenom ovog
sistema, vreme fermentacije se smanjuje zbog visoke koncentracije i aktivnosti celija
kvasca. Medutim, ima i nekoliko nedostataka: poveéanje investicija zbog vece zapremine
fermentora; visok rizik od kontaminacije i mutacija zbog dugog procesa kultivacije i na
kraju procesa se dobija zajedno biomasa i produkt. | pored navedenih nedostataka

semikontinualan proces se ¢esto primenjuje u industrijskoj proizvodnji etanola.
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Kontinualni postupak je tehnoloSki najinteresatniji zbog toga $to se proizvodni
mikroorganizam nalazi u eksponencijalnoj fazi rasta tako da sve vreme produktivnost
etanola raste. Prednosti ovog postupka su sledece: mehanizacija i automatizacija su
maksimalno omogucene; zahteva malo radne snage; zahteva manje zapremine fermentora
zbog toga §to nema neproduktivnog vremena; konstantni kvalitet produkta; male su
mogucnosti kontakta sa patogenim mikroorganizmima i toksi¢énim materijalima zbog toga
Sto je poboljSana mehanizacija; manje se troSe i oStecuju instrumenti procesom sterilizacije
[4].

Pored izabranog postupka fermentacije, od izuzetnog znacaja 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 [157]. Da bi se izbegla inhibicija mikroorganizama visokom koncentracijom
etanola ispituje se spajanje procesa fermentacije i separacionih tehnika (fermentori
zdruzeni sa membranskim postupkom izdvajanja; uvodjenje tehnika uklanjanja etanola
vakuumom) [2]. Iako je ekonomicnost ovih poslednje navedenih tehnika diskutabilna ona
se mora potvrditi na svakoj pojedina¢noj procesnoj koncepciji. Zdruzivanje faze
saharifikacije i fermentacije skrobnih sirovina, odnosno SSF proces (simultana
saharifikacija i fermentacija) vodi ka poboljsanju ukupne ekonomike procesa, i sa aspekta
potroS$nje energije, i sa aspekta ukupne duzine trajanja procesa. Naime, SSF proces nam
pruza mogucénost smanjenja potroSnje energije jer se uspesno moze izvoditi na 30 °C, §to je
znatno manja temperatura od temperature saharifikacije (50 °C). Zbog spajanja faza
saharifikacije i fermentacije moguce je smanjenje ukupne duzine trajanja procesa za oko 4
h, odnosno za vreme potrebno za saharifikaciju. Primenom ovog procesa smanjuju se
ukupni troskovi procesa, postize veca efikasnost proizvodnje i veci prinos etanola. Pored
navednih prednosti, primena SSF postupka nam omogucava slede¢e pogodnosti: proces se
odvija u jednom biorekatoru, mikroorganizmi odmah koriste dobijene Secere, zajednicko
prisustvo mikroorganizama 1 Secera smanjuju akumulaciju Secera i ograniceni trosSkovi
investiranja. Medutim, nedostaci koriS¢enja ovog procesa su: razliCiti temperaturni
optimumi  reakcije  saharifikacije i1 fermentacije, upotreba termotolerantnih
mikroorganizama, neophodne geneticke manipulacije nad mikroorganizama koje

omogucavaju direktnu fermentaciju Secera u etanol i teSkoce u recirkulaciji i ponovnoj
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upotrebi mikroorganizama. Na slici 3.14. prikazan je temperaturni profil SSF procesa [158,

159].
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Slika 3.14. Temperaturni profil SSF procesa

Kod pogona za proizvodnju bioetanola vec¢ih razmera potrebna je 1 veca koli¢ina
kvasca, odnosno proizvodnog mikroorganizma da bi se izvela energi¢na fermentacija. U
takvom postupku se moze uvesti 1 aerobna faza propagacije kvasca koja prethodi
fermentaciji. Racionalizacijom postupka, radi bolje efikasnosti moguée je istovremeno
odvijati fazu oSecerenja, umnozavanja kvasca i fermentacije — SSPF proces (simultana

saharifikacija, propagacija i fermentacija) [4].

3.4. IZDVAJANJE PROIZVODA

Osnovni proces kojim se etanol izdvaja iz podloge nakon zavrsene fermentacije je
destilacija 1 rektifikacija. Klasi¢nim postupcima destilacije i rektifikacije postize se

koncentracija etanola od oko 96% vol., $to je neprihvatljiv kvalitet etanola ukoliko bi se
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koristio kao gorivo. Za dobijanje bioetanola koji se sam ili u smesi sa benzinom Koristi kao
motorno gorivo potrebno je izdvojiti vodu i odreden sadrzaj neéistoca [2, 4].

U americkoj i evropskoj literaturi opisane su dve kategorije motornog goriva na
bazi bioetanola: anhidrovan i neanhidrovan. Neanhidrovani etanol sadrzi 85-95% vol.
etanola i namenjen je za pogon motora Kkoji koriste cist bioetanol (a ne smeSe sa
benzinom). Ova kategorija se, pored anhidrovanog etanola, koristi u Brazilu. Anhidrovan
etanol je namenjen za namesSavanje sa benzinom i ima minimalno 99,5% cisto¢u. Prema
danasnjim standardima, preovladava misljenje da se za gorivo moZe Koristiti samo
anhidrovani etanol sa najmanjom ¢isto¢om od 99%. Propisi koji vaze u Srbiji vezano za
kvalitet etanola za nameSavanje sa benzinom su relativno strogi i pretpostavljaju
minimalan sadrzaj od 99,6% vol. etanola [4,37].

Postoje dva osnovna tipa tehnoloSkih postupaka za dobijanje anhidrovanog

bioetanola:
1. Azeotropska destilacija i rektifikacija
2. Nedestilacione metode:
- dehidratacija adsorpcijom
- dehidratacija koris¢enjem membranske tehnologije (pervaporacija)

Azeotropska destilacija je prvobitno namenjena za dobijanje istog, apsolutnog
etanola (99,98% vol), sa sadrzajem vode od <200 mg/kg i <20 mg/kg ukupnih necistoca.
Sema postrojenja za azeotropsku destilaciju je prikazana na slici 3.15. [4]. Rafinisani
etanol (95-96% vol) koji sadrzi etanol i vodu se meSa sa trecom komponentom tzv.
»entreinerom® (benzen, heptan ili cikloheksan) i tako stvara azeotropsku smeSu kojom se
napaja dehidrataciona kolona. Frakcija anhidrovanog etanola se sakuplja na dnu
dehidratacione kolone i hladi pre skladistenja. Tercijarni azeotrop napusta kolonu na vrhu,
kondenzuje se i zatim razdvaja na organsku fazu i vodu u dekanteru. Efikasan sistem za
dehidrataciju etanola ima potro$nju od 1-1,5 kg pare po litri anhidrovanog etanola.
Postrojenje za dobijanje anhidrovanog etanola je ¢esto u savremenim sistemima sastavni
deo sistema za destilaciju i rektifikaciju. U tom slucaju nije potrebno ugradivati posebnu

kolonu za koncentrovanje etanola jer tu funkciju moze da vrsi rektifikaciona kolona [4].
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Slika 3.15. Postupak dobijanja anhidrovanog etanola azeotropskom destilacijom: a)
dehidrataciona kolona, b) dekanter, c) kondenzator, d) hladnjak, €) kolona za ispiranje

ugljovodonika, f) tre¢a komponenta [4]

Procesi destilacije i rektifikacije i daljeg preciS¢avanja ectanola su ekonomski
najnepovoljnije faze u proizvodnji etanola. Zbog toga je znacajno da profermentisana
podloga koja odlazi na destilaciju ima S$to je moguce vecu koncentraciju etanola. U
industrijskoj praksi najcesce se destilacija i rektifikacija izvode u zajednickom postrojenju
kontinualnim tokom. Razvoj destilaciono-rektifikacionih sistema koji je baziran na
savremenoj konstrukciji i1 povezivanju destilacionih kolona, racionalizaciji energije
rekuperacijom, kondenzacijom i kompresijom nastalih para, uvodenju termo-pumpi i
savrSenijeg kontrolnog sistema omogucava 1 do 40% energetskih uSteda u odnosu na
potro$nju energije koja u konvencionalnim destilaciono-rektifikacionim postrojenjima
iznosi 10-12 MJ/I anhidrovanog etanola [160]. U proizvodnji etanola iz zitarica, znacajna
usSteda energije (za oko 10%) se postiZze recirkulacijom toplote iz sistema za zagrevanje
skrobne sirovine iz faze pripreme supstrata u fazu destilacije i rektifikacije [157].

Dehidratacija adsorpcijom se zasniva na koris¢enju dehidratacionih sredstava za
izdvajanje vode iz rafinisanog etanola (95-96% vol). Najces¢e se za ove svrhe koriste
molekulska sita ¢ije su pore permeabilne za vodu, ali ne i za etanol [75, 161]. Uspesno se
koriste molekulska sita sa veli¢inom pora od 3 A (angstrem; 1 A=10"° m), kroz &ije pore

difunduju molekuli vode preé¢nika 2,8 A, dok molekuli etanola preénika 4,4 A ne mogu da
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difunduju [161]. Molekulska sita mogu biti sinteti¢ki ili prirodni zeoliti, kalijum-
aluminosilikatnog sastava ili odredeni polimerni materijali [162]. Prvi put su uvedena u
industriju etanola 1970-tih godina. Sema jednog tipi¢nog postrojenja za dehidrataciju
pomocu molekulskih sita prikazana je na slici 3.16. [75]. U prvim projektima koriséena je
separacija u tecnoj fazi, ¢ija je prednost eliminacija opasnih rastvaraca i smanjena
kompleksnost destilacije. Medjutim, krajem 80-tih godina XX veka uveden je postupak sa
molekulskim sitima u parnoj fazi, eliminiSu¢i tako ogranicenja u kapacitetu koja postoje
kod sistema u te¢noj fazi. Kod jednog tipi¢nog dehidratora na bazi molekulskih sita etanol
na ulazu sadrzi oko 5-20% vode, a na izlazu oko 0,25-20 ppm vode, sa vremenom
zadrzavanja 3-10 min [4]. Sistem za dehidrataciju etanola na bazi molekulskih sita
primenjuje se i u nasoj zemlji od 1997. god. u Fabrici lekova Zorka-Pharma u Sapcu, i
slican je postupku prikazanom na slici 3.16. l1zvodi se u uredaju sa dve adsorpcione kolone
napunjene molekulskim sitima tipa 3A, koje su naizmenicno u ciklusu
adsorpcije/desorpcije, cime je obezbedena kontinualnost rada. Ovim postupkom dobija se
tzv. "apsolutni etanol”, pre svega za farmaceutske namene. Kapacitet linije za proizvodnju
je 50.000 lit/god. Postupak je zasticen patentom YU 49264 BS/Glasnik intelektualne
svojine 2004/6 C [161].

Pored molekulskih sita i drugi ¢vrsti adsorbenti se mogu primenjivati za adsorbciju
vode iz 96% vol. etanola. Od adsorbenata pogodni su celuloza i skrob zbog malog
toplotnog efekta adsorpcije [163]. Separaciju smese etanol-voda prevodenjem pare preko
celuloznih ili skrobnih adsorbenata prvu put su izveli Ladisch i Dyck 1979. godine. Od
tada, brojne studije su pokazale da se u ove svrhe mogu koristiti razni materijali kao Sto su
npr. kukurzno brasno, pSeni¢na zrna itd., ¢ije su prednosti mala cena, moguénost ponovnog
kori$éenja za fermentaciju ili za sto¢nu ishranu, netoksi¢nost i biorazgradljivost. Pokazalo
se da se kukuruzno brasno moze 20 puta reciklirati pre nego $to se koristi kao stocna hrana
[162, 163].

Dehidratacija pervaporacijom predstavlja tehnologiju za anhidrovanje etanola koja
je novijeg datuma i Sematski je prikazana na slici 3.17. [162]. 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 pomoc¢u vakuuma manjeg od

1 kPa. Ukupna energija koja se potrosi u procesu predstavlja sumu entalpija isparavanja i
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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 1.000 | anhidrovanog
etanola potrebno je utrositi oko 135 kg pare (200 kPa), 10 m® vode za hladenje (20 °C) i 15
kWh elektri¢ne energije. Za separaciju tecnih smeSa pervaporacijom veliki znacaj imaju
zeolitske membrane, koje se nanose na neorganske nosace ¢ija priroda 1 struktura uti¢u na

membrane. Najcesce se kao nosac koristi sinterovani Al,O3 [4].

DEHIDRATACIJA POMOCU MOLEKULSKIH SITA
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Slika 3.16. Sistem sa molekulskim sitima za dehidrataciju etanola [75]
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Slika 3.17. Dobijanje anhidrovanog etanola pervaporacijom: a) pumpa; b) grejac; c)

pervaporator; d) kondenzator; ¢) vakuum pumpa [162]
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3.5. SPOREDNI PROIZVODI U PROIZVODNJI BIOETANOLA

Da bi proces proizvodnje etanola bio ekonomican i zadovoljio zahteve vezane za
zaStitu Zivotne sredine, nuzan preduslov je kompletno iskori§¢avanje sporednih proizvoda.
Prilikom razmatranja ekonomic¢nosti proizvodnje etanola na skrobnim sirovinama vazno je
uzeti u obzir koli¢inu nastalih sporednih proizvoda i njihovu trzi$nu valorizaciju. Vrsta i
kvalitet sporednih i otpadnih proizvoda iz industrije etanola zavise od vrste sirovine i
nacina njene pripreme, tehnolosSkog postupka proizvodnje i naknadne obrade otpadnih
proizvoda. Osnovni sporedni proizvodi u proizvodnji etanola iz ugljenohidratnih sirovina
su dzibra i1 ugljendioksid.

U klasi¢cnom postupku proizvodnje etanola, dZibra (Sa 15% suve materije) sa dna
destilacione kolone se odvodi u taloznik u kome se vrsi njena prerada. Oko 83% vode iz
taloga se ukloni centrifugiranjem, i dobija se vlazni talog sa oko 37% suve materije. Te¢ni
deo dzibre koji je odvojen centrifugiranjem se prihvata i ponovo vraéa u proces
ukomljavanja sirovine. Talog se odvodi u upariva¢ u kome se dalje koncentrise.
Koncetrisani talog (sa oko 35% suve materije) se mesa sa viskom tecne dzibre i odvodi na
rotacionu tunelsku suSilicu. Masa se suSi sve dok sadrzaj vlage ne bude ispod 10%.
Dobijeni proizvod je suva dzibra. Pare koje izlaze iz evaporatora se skupljaju i hlade, i
zatim koriste za namakanje zrna u pocetnoj fazi prerade sirovine. Tokom proizvodnje
etanola iz kukuruza u postupku suvog mlevenja, na 1.000 kg utrosenog kukuruza sa 12%
vlage i 65% skroba (racunatog na suvu materiju) nastaje 229 kg dZibre sa 90% suve
materije i 293 kg etanola (slika 3.3.). Ako se kukuruz melje mokrim postupkom kao
sporedni proizvodi dobijaju se: glutensko brasno, gluten za sto¢nu hranu i kukuruzno ulje
iz klice (slika 3.2.) [4].

U sastavu dzibre nalaze se sve komponente sirovine osim ugljeni hidrati, kvasac i
novonastali meduproizvodi faze razvarivanja, oSecCerenja i fermentacije, koje kvasac ne
moze da metabolise do etanola [4]. Prema ispitivanjima Belyea i saradnika [164] prose¢an
hemijski sastav suve kukuruzne dzibre je slede¢i (g/100 g suve materije): masti 11,9;

proteini 31,3; sirova vlakna 10,2; vlakna rastvorljiva u kiselini 17,2; pepeo 4,6 i skrob 5,1.
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Primena dzibre je raznovrsna, moze se koristiti za ishranu stoke, kao dubrivo, kao
mikrobioloSka podloga, ili kao zamena dela tehnoloske vode u procesu ukomljavanja
sirovina [165]. Na trzistu se mogu naci sveza i suva dzibra. Sveza dzibra (sa oko 7-10%
suve materije) se moze koristiti za sto¢nu hranu na farmama u neposrednoj blizini fabrike
etanola jer je podlozna kvarenju, dok se osuSena dzibra moZze koristiti tokom cele godine.
Na Tehnoloskom fakultetu u Novom Sadu ispitivana je mogucnost vrac¢anja bistre dzibre u
proces ukomljavanja tokom proizvodnje etanola iz kukuruza ¢ime se znacajno povecao
prinos etanola (sa dodatkom 30% dZibre dostigao se prinos ¢ak od 100%, dok je u
kontrolnom uzorku postignut prinos od 97,96% u odnosu na teorijski prinos). Naime,
dodatkom dzibre dodaju se i amino kiseline 1 proizvodi razgradnje Celija kvasca Sto
omogucava ovako Vvisok prinos etanola [4]. Smatra se da je danas svetska potro$nja suve
dzibre dobijene iz kukuruza i je¢éma oko 800.000 tona [166].

Tokom fermentacije pored etanola nastaje i ugljendioksid kao drugi znacajan
sporedni proizvod. Na temperaturi od 30 °C i pri atmosferskom pritisku, 1 kg CO, ima
zapreminu od 0,564 m®. Kriti¢na temperatura za komprimovanje CO, je 1 °C, a pri
temperaturi 12-15 °C potrebno je obezbediti nadpritisak od 60-65 bar da bi se
ugljendioksid preveo u te¢no stanje. U hermeticki zatvorenim fermentorima dobija se
ugljendioksid ¢istoce 99,0-99,5% sa slede¢im primesama: etanol (0,4-0,8% tezinskih na
CO,), estri (0,03-0,4% na CO,), organske kiseline (0,08-0,09% na CO,) i tragovi aldehida.
Sastav ugljendioksida zavisi od temperature fermentacije i sadrzaja ugljenih hidrata u
supstratu. Uklanjanje organskih primesa moze se izvrSiti adsorpcijom na aktivnom uglju,
silikagelu ili zeolitu tipa NaA. Za suSenje ugljendioksida primenjuje se vodeni rastvor
sumporne kiseline, CaCl; ili adsorpcija sa silikagelom. Precis¢en, osusen i komprimovani
ugljendioksid se koristi u prehrambenoj industriji u procesima gaziranja bezalkoholnih
napitaka, penuSavih vina, Sampanjca i mineralnih voda. Takode se poslednjih godina

prosirila upotreba ugljendioksida u obradi metala rezanjem, u zavarivanju i livenju [4].

104



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

3.6. TEHNO-EKONOMSKI ASPEKTI PROIZVODNJE BIOETANOLA

I pored brojnih prednosti upotrebe bioetanola, troSkovi proizvodnje ovog goriva su
i dalje veci od troskova konkurenata na trziStu i najviSe zavise od troskova sirovine,
procesnih 1 kapitalnih troSkova ukljucuju¢i i cenu radne snage. Pored toga, na ukupnu cenu
bioetanola uti¢u i mnogi drugi faktori kao Sto su: godisnji kapacitet proizvodnje, porezi,
koli¢ina i vrsta utroSenih energenata, troSkovi transporta, lokacija postrojenja itd. [4, 80].
Da bi bioetanol bio konkurentan motornom gorivu, troSkovi proizvodnje i cena bioetanola
se moraju smanjiti. Mnoge ekonomske analize su pokazale da je to moguée smanjenjem
udela troskova sirovina, koris¢enjem sirovina koje su nus proizvodi razli¢itih tehnologija,
iskori§¢avanjem sporednih proizvoda 1 smanjenjem potroSnje energije [4]. Na
ekonomicnost procesa proizvodnje bioetanola utie i primenjena tehnologija procesa, kao i
vrsta, razvoj i adaptiranost mikroorganizama na procesne uslove. U tom smislu favorizuju
se savremeni postupci koji su daleko efikasniji i energetski povoljniji u fazama pripreme
supstrata, fermentaciji i posebno destilaciji etanola. Povezanost procesnih i transportnih
troskova je takva da ako se proizvodni troSkovi smanje tehnickim usavrSavanjem,
transportni troskovi se posledicno smanjuju na optimalnu vrednost. Ovo ukazuje na
¢injenicu da su manji proizvodni kapaciteti ekonomski atraktivniji [167].

Na cenu bioetanola znacajno utice cena sirovine, Koja moze iznositi oko 40% od
cene bioetanola [168]. Cena sirovina koje se koriste za proizvodnju bioetanola veoma
variraju na trziStu, Sto zavisi i od njihove potraznje za druge namene. Cena sirovine
znacajno zavisi i od valorizacije sporednih proiozvoda. Cena Zitarica u EU u periodu od
1999. do 2002. god. je iznosila oko 120 €/t. Ukoliko se usvoji da je prinos bioetanola po
toni Zitarici oko 360 1, moZe se izraunati da je cena Zitarica (kao i kukuruza) za
proizvodnju bioetanola oko 0,343 €/1 bioetanola. U SAD-u kao najve¢em proizvodacu
bioetanola iz kukuruza, cena kukuruza (za period 2003-2005. god.) je 0,106 $/I bioetanola
(kod postupka mokrog mlevenja), odnosno 0,140 $/I bioetanola (kod postupka suvog

mlevenja) [4].
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Prema izveStaju ECN (,,Energy Research Centre, Holandija), sadasnji troSkovi
proizvodnje bioetanola iz skrobnih odnosno Secernih sirovina su 20 €/GJ (kukuruz, SAD-
0,42 €/1, ili 834 €/ten) i 15-25 €/GJ (Secerna repa, severozapadna Evropa). Ovo predstavlja
prosecne troskove proizvodnje od oko 0,32-0,53 €/1 bioetanola, ili 625-1040 €/ten [169]. U
tabeli 3.3. prikazane su prose¢ne vrednosti troSkova proizvodnje bioetanola iz pSenice 1

Secerne repe u Evropi (EU-25) u 2004. godini [169].

Tabela 3.3. Prose¢ni troskovi proizvodnje bioetanola iz pSenice i SeCerne repe u Evropi

(EU-25) u 2004. godini [169]

PSenica Seéerna repa
€/l €/GJ | €/ten €/l €/GJ | €/ten

Troskovi sirovine
- cena sirovine 0,40 18,9 790 0,26 12,3 513

- prihod od sporednih 015 | 7.1 296 | 0,03 | 14 59

proizvoda

Ukupni troskovi sirovine | 0,25 11,8 493 0,23 10,9 454
Troskovi konverzije 0,28 13,3 553 0,22 10,4 434
Trosl_<0v1 mesSanja sa 0.05 2.4 99 0,05 2.4 99
benzinom

Troskovi distribucije 0,01 0,5 20 0,1 4,7 197
Ukupni troskovi 0,59 27,9 1.165 0,6 28,4 1.184

U americkoj literaturi, tehno-ekonomske analize se najviSe baziraju na proizvodnji
bioetanola iz kukuruza. S obzirom na to da su prinosi bioetanola razli¢iti u postupku suvog
i mokrog mlevenja (slike 3.2. i 3.3.), samim tim se i razlikuju i ukupni troskovi
proizvodnje, $to je prikazano u tabeli 3.4. [170].

Cena bioetanola se u periodu 1998-2000. god. kretala u opsegu 1,05-1,50 $/gal. Na
slici 3.18. prikazana je cena bioetanola i njeno poredenje sa cenom benzina u 2004. godini
prema izvestaju DOE (,,Department of Energy”, SAD) [171]. Sa slike 3.18. se moze videti
da je cena bioetanola visa od cene benzina. Pored ve¢ navedenih mera koje je potrebno
preduzeti kako bi se smanjili troskovi proizvodnje bioetanola, takode je potrebno da drzava
odobri smanjenje poreza i taksi na bioetanol da bi se podstakla njegova proizvodnja i tako

postigla cena koja bi bila konkurentna na trzistu.
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Tabela 3.4. Troskovi sirovine i tros§kovi proizvodnje bioetanola iz kukuruza (za postupak

suvog i mokrog mlevenja) u 2005. godini ($/galon) [170]

Postupak suvog | Postupak mokrog
mlevenja mlevenja

Troskovi sirovine
Cena sirovine 0,0774 0,7122
Prihod od sporednih proizvoda 0,2166 0,4108
Ugljendioksid 0,0068 0
Neto cena sirovine 0,4840 0,3014
Operacioni troskovi
Elektri¢na energija 0,0581 0,0613
Goriva 0,2107 0,1449
Upravljanje otpadom 0,0067 0,0305
Voda 0,0034 0,0151
Enzimi 0,0416 0,0674
Kvasac 0,0049 0,0312
Hemikalije 0,0356 0,0546
Denaturant 0,0541 0,0594
OdrZavanje 0,0616 0,0882
Rad 0,0578 0,0929
Administrativni troSkovi 0,0422 0,0553
Ostalo 0,0044 0
Ukupni operacioni troskovi 0,5811 0,7008
UKkupni troskovi 1,0651 1,0022

250

2004 -

150

100 o e

Cena goriva, cent/galon

504 -

(0,54 $/galon)

T
bioetanol (iz kukuruza)

Slika 3.18. Cene benzina i bioetanola (iz kukuruza) u SAD-u u 2004. godini [171]
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EKSPERIMENTALNI DEO
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. MATERIJALI

1. Kukuruzno brasno i kukuruzna krupica (Fabrika za preradu kukuruza “RJ CORN
PRODUCT?”, Sremska Mitrovica)

2. Kvasci iz kolekcije laboratorije za mikrobiologiju Tehnolosko-metalur§skog fakulteta u
Beogradu: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus,
Saccharomyces carlsbergensis, Schizosaccharomyces pombe.

3. Imobilisane celije kvasca Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus u Ca-alginatu,
Poljoprivredni fakultet, Beograd

4. Za pravljenje mikrobioloskih podloga koris¢eni su:

« sladni bujon (Torlak, Beograd)
« agar (Torlak, Beograd)

5. Enzimski preparati:

« Termamyl SC (Novozymes, Danska), aktivnost A=133 KNU/g

* SAN Extra L (Novozymes, Danska), aktivnost A=437 AGU/g
6. Ostale koris¢ene hemikalije p.a. Cistoce su:

« kalcijum-hlorid-dihidrat CaCl,-2H,O (Zdravlje, Leskovac)

« sumporna kiselina H,SO,4 (Gramma Libero, Italija)

« natrijum-hidroksid NaOH (Lachema, Ceska)

 magnezijum-sulfat-heptahidrat MgSO,-7H20 (Kemika, Zagreb)

« amonijum-sulfat (NH4),SO, (Alkaloid, Skoplje)

» kalijum-dihidrogen-fosfat KH,PO, (Lachema, Neratovce)

« cink-sulfat-heptahidrat ZnSO,7H20 (Kemika, Zagreb)

« 3,5-dinitrosalicilna kiselina C;H;N,O; (Acros Organics, New Jersey, SAD)
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* D (+)-glukoza monohidrat CgH1,06.H,O (Kemika, Zagreb)

natrijum-sulfit Na,;SO3 (Zorka, Sabac)
« kalijum-natrijum-tartarat C4H4O¢KNa-4H,O (Lachema, Ceska)

antron Cy4H;00 (Acros Organics, New Jersey, SAD)

natrijum-hlorid NaCl (Zorka, Sabac)

natrijum-citrat CgHsO;Na3-2H,0 (Sigma, St. Louis, SAD)

metilensko plavo (Hemos, Beograd)

» D-pantotenska kiselina, hemikalcijumova so CgH;sNOs-0,5Ca (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka)

« biotin C1oH16N203S (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka)

* mio-inozitol C¢H1,06 (Sigma-Aldrich Chemie, Nemacka)

« tiamin dihlorid (vitamin B1-hidrohlorid) C;,H15CI;N4OS-H,0 (Merck, Nemacka)

« piridoksin (vitamin Bg-hidrohlorid) CgH;1NO3-HCI (Sigma-Aldrich Chemie, Nemacka)

Kori$¢eni uredaji i instrumenti su:
« vodeno kupatilo sa meSanjem, model WB/OB 7-45 (Memmert, Nemacka)
« analiti¢ka vaga (Mettler AJI00, Svajcarska)
» tehnicka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000)
» mikropipeta (ISO 9001 CERTIFIED, Nemacka)
* pH metar (inoLab pH 720, Nemacka)
» termostat za uzgajanje mikroorganizama na 30 °C (Sutjeska, Beograd)
» autoklav (Sutjeska, Beograd)
» magnetna mesalica, MR 3001 (Heidolph, Schwabach, Nemacka)
« vorteks, REAX 7000 (Heidolph, Schwabach, Nemacka)
 mikroskop, Axio Imager Al (Carl Zeiss Microlmaging GmbH., Nemacka)
» skenirajuci elektronski mikroskop SEM, model JSM 5800 (Joel, Japan)
* elektri¢ni reso, Bauer GH-525 (JTD Ltd., Severna Koreja)

« UV/vidljivi spektrofotometar, Ultrospec 3300 pro (Biochrom Ltd.,, Cambridge,
Engleska)
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« mikrotalasna pe¢, model R-677 (Sharp Electronics, UK)

» ultrazvucno kupatilo, tip USK 28, radna frekvencija 40 kHz (EI Nis, Nis)
» centrifuga, model 2-16 (Sigma, Nemacka)

* polarimetar, 21304 (Schmidt Haensch, Nemacka)

* susnica (Sutjeska, Beograd)

4.2. METODE

4.2.1. Izvodenje dvojno-enzimske hidrolize

Hidrolizati kukuruznog brasna (ili kukuruzne krupice) su dobijani dvojno-
enzimskom hidrolizom skrobne suspenzije sa komercijalnim enzimskim preparatima:
Temamyl 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 1 pmol
maltoze po minuti pod specificiranim uslovima).

Skrobna suspenzija je pripremljena meSanjem kukuruznog brasna (ili kukuruzne
krupice) 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 likvefakcije je izvodena sa razli¢itim
koncentracijama enzima Termamyl SC na temperaturi od 85 °C u trajanju od 1 h.

Nakon zavrsetka faze likvefakcije smesa je ohladena, i podesena je pH vrednost na
5,0 sa 1M rastvorom sumporne kiseline. Faza saharifikacije je izvodena sa razliitim
koncentracijama enzima SAN Extra L na temperaturi od 55 °C u trajanju od 4 h. Obe faze
hidrolize izvodene su u balonima u vodenom kupatilu sa konstantnim meSanjem (150
rpm).

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

Pri optimizaciji faze likvefakcije i1 saharifikacije pored promene koncentracije

glukoze prac¢ena je 1 promena prinosa glukoze, dekstroznog ekvivalenta i procenta od
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teorijske koncentracije glukoze tokom enzimske hidrolize. Dekstrozni ekvivalent je
indikator stepena hidrolize skroba do Secera, odnosno predstavlja sadrzaj redukujucih
SeCera izrazen kao glukoza (dekstroza) na suvu materiju (grama glukoze/100 g suve
materije). JednaCine za izraCunavanje prinosa glukoze, dekstroznog ekvivalenta [172] 1

procenta od teorijske koncentracije glukoze [173] su sledece:

Cglu

Y'eis (9/9) = )

Cs

* Y pss — prinos glukoze (g/g)
* Cgiu — eksperimentalna koncentracija glukoze (g/l)
* Cs — pocetna koncentracija skroba u suspenziji (g/1)

Cglu
DE = - 100 3)
SM

* DE — dekstrozni ekvivalent (%)
* Cqiu — eksperimentalna koncentracija glukoze (%)
* SM - sadrzaj suve materije kukuruznog brasna koji iznosi 82,66%

Calu
% Od Cq|u’teor - 100 (4)

Calu, teor

* % od gy, teor — Procenat od teorijske koncentracije glukoze (%)
* Cglu, exp — €ksperimentalna koncentracija glukoze (g/l)
* Cqlu, teor — teorijska koncentracija glukoze (g/l)

Cglu, teor = Cs* 1,111 )

* Cs — pocetna koncentracija skroba u suspenziji (g/1)

(hidromodulu 1:3 odgovara teorijska konc. glukoze od 213,17 g/l)

« faktor 1,111 je izveden na osnovu ¢injenice 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.
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U eksperimentima u kojima se ispitivao uticaj pocetne koncentracije glukoze na tok
alkoholne fermentacije i prinos etanola, koncentracija glukoze u hidrolizatu koja je
odredivana nakon zavrSene enzimske hidrolize podeSavana je na Zeljenu vrednost na
osnovu prorac¢una razblaZzenja. Ovaj proracun razblazenja se zasniva na zakonu odrZanja
mase: m;=mjy=const. Ako je koncentracija glukoze u hidrolizatu nakon zavrSene enzimske

hidrolize c;, zapremina hidrolizata V1, i je potrebno da koncentracija glukoze u hidrolizatu

bude c,, sledi:
m;=m; (6)
c=m/V—»r c1'Vi=co'Vs
V2 = (Cl‘Vl)/Cg (7)
Prema tome, zapremina vode koja se dodaje u hidrolizat je:
VHzO = V2 - V1 (8)

4.2.2. Predtretman suspenzije kukuruznog brasna ultrazvukom

Suspenzije kukuruznog brasna i vode pripremljene su na prethodno opisan nacin
(uz dodavanje Ca®* jona i regulisanje pH) u balonima od 100 ml, pri hidromodulu 1:3.
Predtretman pripremljenih suspenzija ultrazvukom je vrSen u ultrazvu¢nom kupatilu, pri
frekvenciji ultrazvuénih talasa od 40 kHz. Varirano je vreme dejstva ultrazvuka i trenutak
dodavanja enzima Termamyl SC, kao i temperatura soniciranja kako bi se optimizovao
predtretman ultrazvukom radi bolje razgradnje skroba i dobijanja vise koncentracije
glukoze nakon zavSene enzimske hidrolize. Kori§¢ena je optimalna koncentracija enzima
Termamyl SC i SAN Extra L koja je odredena u prethodnim eksperimentima optimizacije

dvojno-enzimske hidrolize.

4.2.3. Predtretman suspenzije kukuruznog brasna mikrotalasima
Suspenzije kukuruznog brasna i vode pripremljene su na prethodno opisan nac¢in u

balonima od 100 ml, pri hidromodulu 1:3. Predtretman pripremljenih suspenzija

mikrotalasima je izvoden u mikrotalasnoj pe¢i, u toku razli¢itog vremenskog perioda i pri
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razli¢itoj snazi mikrotalasa kako bi se postigla §to bolja razgradnja kukuruznog skroba.
Kori$¢ena je optimalna koncentracija enzima Termamyl SC i1 SAN Extra L koja je

odredena u prethodnim eksperimentima optimizacije dvojno-enzimske hidrolize.

4.2.4. Priprema laboratorijske kulture

Kultura kvasca je ¢uvana na kosom sladnom agaru na +4 °C, a za potrebe
eksperimenta aktivirana je u sladnom bujonu kori$¢enjem tehnike pasaziranja (3 puta). 24
h pre pocetka alkoholne fermentacije vrSeno je zasejavanje 50 ml sladnog bujona
kori$¢enjem 1% inokuluma. Inkubacija je vrSena 24 h u termostatu na temperaturi od 30
°C. Nakon inkubacije podloga je zamucena, bez promene boje, nema povrSinskog rasta, a
formiran talog je sitnozrn i beo. Ovako dobijena sveza kultura je koriS¢ena za inokulaciju
hidrolizata kukuruznog brasna. Takode, nakon inkubacije pravljeni su nativni preparati
kako bi se posmatrale izrasle kolonije. Preparati su posmatrani pod mikroskopom sa
uveli¢anjem 40x10, a izgled ¢elija ispitivanih kvasaca je prikazan na slici 4.1.

1 | podloge sladni agar sadrzi 20 g sladnog bujona (sastavljenog od 17 g sladnog
ekstrakta i 3 g peptona) i 18 g agara koji se dodaje za o¢vrS¢avanje mikrobioloskih
podloga. Podloga se steriliSe u autoklavu na temperaturi od 120 °C i pritisku od 1,5 bar u

toku 30 min.
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Slika4.1. Mikroskopska slika ispitivanih vrsta kvasaca: a) Saccharomyces cerevisiae var.

ellipsoideus, b) S. cerevisiae, c) S. carlsbergensis i d) Schizosaccharomyces pombe

4.2.5. Testovi karakterizacije kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus

Pripremljene su epruvete sa sladnim bujonom u kojima je dodat etanol ili glukoza,
a u pojedinim epruvetama je i regulisana pH vrednost. U pet epruveta je dodat razli¢it
sadrzaj glukoze (5, 10, 15, 20 i 25%), dok je u drugih pet epruveta regulisan pH do
slede¢ih vrednosti: 2,00; 2,50; 3,00; 3,79; 4,77 1 5,25 pomoc¢u 1M H,SO,. U devet epruveta
je dodat razli¢it sadrzaj 96% etanola kako bi se postigle koncentracije od 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15, 20 i 25% etanola u sladnom bujonu. U ovako pripremljene podloge zasejana je kultura
kvasca i epruvete su termostatirane na 30 °C. Nakon 24 h, pojava zamucenja u ispitivanim
epruvetama ukazuje na sposobnost kvasca da raste pri datim uslovima. Epruvete u kojima
se nije pojavilo zamucenje ukazivale su na izostanak rasta. Radi potvrde rasta, kultura je
presejana na novi pasaz 1 nakon 48 h pracena je pojava zamucenja. Uzorci u kojima nije
bilo zamucéenja i nakon 48 h striklovani su na Petri $olje sa sladnim agarom. Prisustvo
manjeg ili veceg broja kolonija kvasca izraslih na Petri Solji nakon inkubacije (24-48 h na
30 °C) ukazuje da tu koncentraciju etanola ili pH vrednost podloge kvasac moze da
toleriSe, ali da pri njoj ne dolazi do rasta Celija. Ukoliko na sladnom agaru nisu izrasle

kolonije, data koncentracija moze se smatrati inhibitornom za dalji rast ispitivanog kvasca.
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4.2.6. Izvodenje 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/l MgSOy, 2,0 g/l (NH4)2SO4 i 4,0 g/l KH,PO,4. U toku fermentacije vrseno je
korigovanje pH vrednosti na 5.

U cilju ispitivanja fermentativne sposobnosti razli¢itih vrsta, fermentacija je
izvodena sa slobodnim c¢elijama slede¢ih vrsta kvasaca: Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus, S. cerevisiae, S. carlsbergensis i Schizosaccharomyces pombe, pri koncentraciji
inokuluma od 2% (v/v) u toku 48 h.

U daljim eksperimentima Kkoris¢ene su slobodne i imobilisane celije kvasca S.
cerevisiae var. ellipsoideus u Ca-alginatu, pri razli¢itim koncentracijama inokuluma (2, 5 i
10% v/v). Radi optimizacije procesa takode je varirana i polazna koncentracija glukoze u
cilju dobijanja veceg prinosa etanola. Vrseni su i eksperimenti sa dodatkom aktivatora:
mineralnih soli (ZnSO,4-7H,0 0,3 g/l, MgSO,4-7H,0 2,0 g/l) i vitamina (Ca-pantotenat 2,0
g/1, biotin 64,0-10® mg/l, inozitol 1 g/I, tiamin 5,0 mg/l, piridoksin 5,0 mg/l), pojedina¢no
ili u smesi, koji pozitivno utiCu na rast i viabilnost Celija kvasca i povecavaju efikasnost
alkoholne fermentacije. Paralelno je raden i kontrolni uzorak bez dodatka pomenutih
aktivatora.

Tok fermentacije pracen je odredivanjem promene sadrzaja etanola, koncentracije
glukoze 1 broja ¢elija kvasca. Kinetika fermentacije je praéena u toku razlicitih vremenskih
perioda: 38, 48 i 72 h radi odredivanja optimalne duzine trajanja alkoholne fermentacije,
pri razli¢itim uslovima eksperimenta. Tokom fermentacije pra¢ena je i promena sledec¢ih
parametara: prinos etanola, procenat od teorijskog sadrzaja etanola, volumetrijska
produktivnost i potrosnja glukoze. Ovi procesni parametri se racunaju prema slede¢im

jednacinama [174]:
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Cet
Ypis=

Cs

* Ypis — prinos etanola (g/g)
* Cet — eksperimentalni sadrzaj etanola (%)

* Cs — pocetna koncentracija skroba u suspenziji (g/1)
(cs =191,87 g/l pri hidromodulu 1:3)

Cet
% Od Cet’ teor — —— ° 100

Cet, teor

* % 0d Cet teor — procenat od teorijskog sadrzaja etanola
* Cet — eksperimentalni sadrzaj etanola (%)
* Cet, teor — teorijski sadrzaj etanola (%)

Cet, teor = Cglu, teor * 0,51 =21,32%-0,51 =10,87%

* Cqlu, teor — teOrijska koncentracija glukoze, za hidromodul 1:3 iznosi 21,32%
(na osnovu stehiometrijske jednacine (1) iz 1 g glukoze dobija se 0,51 g etanola)

« P—volumetrijska produktivnost (g/1'h)
* Cet — eksperimentalni sadrZaj etanola (g/1)
* T - vreme fermentacije (h)

Calu, kr — Calu pot.
Potros$nja glukoze (%) = -100

Calu,poc.

* Cqlupos. — pocetna koncentracija glukoze u hidrolizatu (g/l)
* Cqiu,kr. — Krajnja koncentracija glukoze (g/1)

(12)

(9)

(10)

(11)

(13)

U eksperimentima sa recirkulacijom kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus

imobilisanog u Ca-alginatu, nakon zavrSenog prvog ciklusa Sarzne fermentacije u trajanju

od 38 h, vrSeno je razdvajanje imobilisanih ¢elija 1 profermentisane tecnosti
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centrifugiranjem (10 min, 4000 rpm) i dekantovanjem. Izdvojene imobilisane ¢elije su
ispirane fizioloskim rastvorom kako bi se uklonili ostaci fermentacione tecnosti, a zatim su
cuvane u fizioloskom rastvoru do ponovnog dodavanja u sveze pripremljen hidrolizat
kukuruznog brasna. Pre svake recirkulacije vrSeno je odredivanje i korigovanje pocetnog
broja Celija kvasca. Postupak recirkulacije imobilisanih ¢elija vrSen je do prestanka sinteze

etanola ili stagnacije 1 pada broja ¢elija kvasca.

4.2.7. Izvodenje postupka simultane saharifikacije i fermentacije (SSF)

U eksperimentima u kojima se izvodi postupak simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF proces), nakon zavrSene likvefakcije suspenzija se ohladi i koriguje se
pH vrednost na 5,0 pomoc¢u 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 ili imobilisane ¢Celije kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus
(pri koncentraciji inokuluma od 2% v/v). Simultana saharifikacija 1 fermentacija izvodena je
u balonima u vodenom kupatilu sa brzinom mesanja 100 rpm. Kinetika SSF procesa je
Ispitivana u toku 48 h, na temperaturama 30, 37 i 42 °C. Radi povecanja prinosa etanola i
efikasnosti samog procesa vreno je dodavanje mineralnih soli (0,3 g/l ZnSO4-7H,0 i 2,0 g/l
MgS0,-7H,0,) i vitamina (30,0 mg/l Ca-pantotenata, 64,0-10° mg/l biotina i 350,0 mg/I
inozitola), pojedinac¢no ili u smesi. Paralelno je raden i kontrolni uzorak bez dodatka
pomenutih aktivatora. Takode je ispitivan i SSF proces suspenzije kukuruznog brasna koja
je podvrgnuta predtretmanu ultrazvukom i mikrotalasima (pri optimalnim parametrima

delovanja ultrazvuka i mikrotalasa koji su odredeni u prethodnim eksperimentima).
4.2.8. Postupak imobilizacije Celija kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus u Ca-alginatu
Imobilizacija ¢elija kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus je izvrSena obuhvatanjem u
gel Ca-alginata. Za imobilizaciju ¢elija koris¢en je 2% (w/w) rastvor Na-alginata dobijenog

ratvaranjem 4,8 g Na-alginata u prahu u 240 ml destilovane vode. Kvasac je zasejan u

sterilnu podlogu na 30 °C. Podloga je sledeceg sastava: u 1 | destilovane vode rastvoreno je
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100 g glukoze, 2 g ekstrakta kvasca, 2,5 g NH4CI, 50 g K;HPO,, 25 g MgSO4-7H,0, 1,0 ¢
NaCl, 0,01 g KCl1 3 g limunske kiseline. Medijum je sterilisan 30 minuta na 120 °C.
Suspenzija polimer-¢elija je formirana mesanjem 240 ml rastvora Na-alginata sa 60
ml koncentrovane suspenzije kvasca na sobnoj temperaturi. Sa vrha igle pri konstantnom
protoku od 0,25 ml/min izvrSena je ekstruzija prethodno pripremljene suspenzije polimer-
¢elija, i pri tome se pod dejstvom elektrostati¢kih i gravitacionih sila formiraju kapljice.
Elektrostati¢ki potencijal se formira povezivanjem pozitivne elektrode visokog napona u
posudu sa 2,65% rastvorenim CaCl, pri ¢emu je igla uzemljena. Na ovaj nacin ¢e celije
kvasca biti obuhvacene u gel Ca-alginata. Ovako imobilisane ¢elije se cuvaju u fizioloSkom
rastvoru na 8 °C. Imobilisane ¢elije, kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus u Ca-alginatu, sa

relativno ujednac¢enim prose¢nim precnikom od 0,8 mm, prikazane su na slici 4.2.

Slika 4.2. Mikroskopska slika imobilisanih ¢elija kvasca S. cerevisiae var. ellipsoideus u Ca-

alginatu
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4.2.9. Odredivanje sadrzaja redukujuéih $ecera u hidrolizatu [175]

Sadrzaj glukoze je odredivan spektrofotometrijskom metodom sa 3,5-
dinitrosalicilnom kiselinom (DNS). Ovom metodom se odreduje prisustvo slobodne
karbonilne grupe (C=0) kod redukuju¢ih Sec¢era. To podrazumeva oksidaciju aldehidne
funkcionalne grupe (kod glukoze), odnosno keto funkcionalne grupe (kod fruktoze) do
karboksilne grupe. Oksidacija se odvija u prisustvu 3,5-dinitrosalicilne kiseline koja se
redukuje do 3-amino,5-nitrosalicilne kiseline u alkalnoj sredini sa karakteristi¢cnim crveno-

braon obojenjem. Ova reakcija je prikazana na slici 4.3.

J H 4 - -
@ + Redukujuéi | _, ‘/;i\\f . + Oksidovani
N Seder I\ )‘ Secer
Oz ON" 7 NH
3,5-dinitrosanicilna 3- amino-5-nitrosanicilna
kiselina kiselina

Slika 4.3. Reakcija 3,5-dinitrosalicilne kiseline sa redukujué¢im Secerima

Reagensi:

* 1% rastvor 3,5-dinitrosalicilne kiseline:

- 10 g dinitrosalicilne kiseline

- 0,5 g natrijum-sulfita Na,SO3

- 10 g natrijum-hidroksida NaOH

- dodati vodudo 1 1.

» 40% rastvor kalijum-natrijum tartarata
Postupak:

1 ml filtrata hidrolizata se pipetom prenese u normalni sud od 100 ili 250 ml u

zavisnosti od ocekivane koncentracije glukoze, koji se zatim postepeno dopuni
destilovanom vodom. Iz normalnog suda se uzme 3 ml razblazenog rastvora Secera i

prenese u epruvetu, a zatim doda 3 ml rastvora dinitrosalicilne kiseline. Takode, pravi
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se kontrolni uzorak za kalibrisanje spektrofotometra kod koga se umesto 3 ml
razblazenog rastvora SeCera doda 3 ml destilovane vode, dalji postupak je identiCan.
Epruvete se zatvore i kuvaju u vodenom kupatilu na 90 °C u trajanju od 5-15 minuta do
nastanka crveno-braon obojenja. Kontrolni uzorak zadrzava zutu boju. Zatim se u topao
rastvor dodaje 1 ml rastvora kalijum-natrijum-tartarata kako bi se stabilizovala boja. Sadrzaj
u epruvetama se ohladi do sobne temperature i zatim se meri absorbanca na
spektrofotometru na 570 nm. Koncentracija redukujucih Secera, izrazenih kao glukoza, se
odreduje iz standardne krive koja je dobijena merenjem absorbance rastvora glukoze
poznatih koncentracija na 570 nm. U tabeli 4.1. su prikazane dobijene vrednosti absorbance
za standardne koncentracije rastvora glukoze, a na slici 4.4. je prikazana standardna kriva

zavisnosti koncentracije glukoze od absorbance na 570 nm.

Tabela 4.1. Zavisnost apsorbance na 570 nm od koncentracije standardnog rastvora glukoze

Koncentracija | Absorbanca na 570
glukoze, g/l nm
0,50 0,29
1,00 0,60
1,25 0,748
1,50 0,913
2,50 1,52
2,5
§32,0—
él,s-
§ 1,04
<
0,5 -
O:2 ' 0:4 ' O:G ' O:S ' 1:0 ' 1:2 ' 1:4 ' 1:6

Absorbanca na 570 nm

Slika 4.4. Kriva zavisnosti koncentracije rastvora glukoze od absorbance na 570 nm
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Jednacina krive prikazana na slici 4.4. je: y = 1,6251 - x + 0,02684, pa se koncentracija

redukujuéih Secéera, izraZzenih kao glukoza, izraCunava prema sledecoj jednacini:

Cqiu (9/1) = (1,6251 - A + 0,02684) - R ”

* Cgiu - Koncentracija glukoze (g/l)
* A - absorbanca na 570 nm

* R - razblazenje rastvora Secera (100 ili 250)

4.2.10. Odredivanje sadrZaja etanola [176]

Metoda se zasniva na zavisnosti gustine destilata etanola od sadrzaja etanola.
Posto je etanol specificno 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 | data je u prilogu). Pored etanola destilisu i druge
isparljive materije koje nastaju u toku fermentacije. U vecini slucajeva sadrzaj isparljivih
komponenti je veoma nizak pa se njihov uticaj na gustinu moze zanemariti. Za destilaciju

se koristi aparatura prikazana na slici 4.5.

Slika 4.5. Sema aparature za destilaciju
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Postupak:

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

U izmerenu tikvicu (1) od 300-500 cm® odmeri se n grama (oko 40 g) fermentisane
suspenzije. Zatim se sud spoji pomo¢u gumenog zatvaraca sa Liebig-ovim kondenzatorom
(2). Destilat se prihvata u praznom piknometru (4), koji moze da bude uronjen u posudu sa
ledom, kao $to je prikazano na slici 4.6. Sud se mora zagrevati tako da se destilacija zavrsi
u toku 30-45 min. Nakon zavrSene destilacije piknometar se dopuni destilovanom
vodom i suv odmeri na analiti¢koj vagi. Deflegmator (3) i cev (5) su prilikom izvodenja
eksperimenta izostavljeni.

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

jednacini:
(C-A)

pr=———— (15)
(B-A)

* 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 sledecoj jednacini:

Cet (Pow/w)=(a-c)/n (16)

* Cet - sadrzaj etanola (% w/w)

* a - masa destilata, odnosno izraz (C-A) iz jednacine (15)
* C - sadrzaj etanola u destilatu u mas.% (iz tabele I)

* n - masa uzetog uzorka (g)
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4.2.11. Odredivanje ukupnog broja Celija kvasca

4.2.11.1. Kohova metoda agarne ploce [177]

Ukoliko je alkoholna fermentacija vrSena sa slobodnim celijama kvasca, 1 ml
hidrolizata se rastvori u 9 ml fizioloskog rastvora, i na taj na¢in se dobija razblazenje 10,
Zatim se vrsi serija razblaZenja, gde je svako sledece razblaZenje deset puta vece od
prethodnog. 1ml iz epruveta sa razblaZenjima 10, 10® i 10°® prenet je pipetom u Petri
Solje, koje su prelivane hranljivom podlogom sladni agar. Inkubacija Petri Solja vrSena je u
termostatu na 30°C u trajanju od 48 h. Broj izraslih kolonija je odredivan Kohovom
metodom. Ukupan broj zivih ¢elija u 1 ml hidrolizata dobija se mnozenjem ukupnog broja
kolonija izbrojanih na Petri Solji sa odgovaraju¢im razblazenjem. U slucaju da postoje
prisutne ¢elije kod sva tri razblazenja trazi se srednja vrednost broja ¢elija.

Ukoliko se odreduje ukupan broj ¢elija u imobilizatu, imobilisane ¢elije kvasca su
prethodne filtrirane radi odvajanja od fermentisane suspenzije. Zatim se 1 g imobilizata
rastvori U 9 ml 2% Na-citrata, ¢ime se dobija razblazenje 10 Nakon toga se vrsi
postepeno razblaZivanje u fizioloskom rastvoru do razblazenja 10®. Dalji postupak
odredivanja ukupnog broja zivih ¢elija je identiCan kao u slucaju sa slobodnim ¢elijama

kvasca.

4.2.11.2. Direktno brojanje pomocéu komore za brojanje po Rosenthal-u [177]

U slucaju kada je vrSena recirkulacija imobilisanog kvasca, nakon zavr§enog prvog
i drugog ciklusa Sarzne fermentacije vr$i Se razdvajanje imobilisanih ¢elija od fermentisane
suspenzije dekantovanjem, centrifugiranjem i ispiranjem fizioloskim rastvorom kako bi se
uklonili ostaci fermentacione te¢nosti. Pre svake recirkulacije odredivan je pocetan broj
¢elija kvasca pomoéu komore za brojanje po Rosenthal-u. Ova metoda se zasniva na
direktnom brojanju ¢elija u nativnom preparatu pod mikroskopom. Komora za brojanje
ima oblik predmetnice od debljeg stakla na ¢ijem srediSnjem delu se nalazi ugravirana

specijalna mrezica sa tacno odredenim dimenzijama. Brojanjem celija u pojedinim
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kvadratima mrezice moze se odrediti njihov broj pomoc¢u odgovarajué¢e formule. Komora
po Rosenthal-u je podeljena na 16 vecih kvadrata, a svaki od njih na 16 manjih kvadrata.
Povrsina velikog kvadrata je 1 mm?, a zapremina 0,2 mm?®. Povrsina malog kvadrata je
0,0625 mm?, a zapremina 0,0125 mm?.

Brojanje éelija je vrSeno iz razblazenja 1072 Razblazenje 107 se dobija
rastvaranjem 1 g imobilizata u 9 ml 2% Na-citrata, a razblazenje 107 daljim
razblaZivanjem u fizioloSkom rastvoru. Zatim se 1 ml razblaZenja 1072 pomesa sa 1 ml boje
metilensko plavo u epruveti, odakle se pipetom uzima jedna kap koja se nanosi na deo
komore za brojanje gde se nalazi mrezica. NaneSena kap se prekrije ljuspicom. Ovako
pripremljeni obojeni nativni preparat se posmatra pod mikroskopom kroz objektiv
uveli¢anja 40x, sa podignutim kondenzatorom. Zive éelije kvasca ostaju neobojene jer
sadrze enzim dehidrogenazu koji redukuje boju metilensko plavo u njen bezbojan oblik,
dok mrtve celije ostaju obojene u plavo. Ovo pruza mogucnost da se brojanjem celija u
pojedinim kvadratima mrezice utvrdi priblizan broj zivih ¢elija kvasca. Brojanje ¢éelija se

vrsi prema slede¢oj formuli:

N (CFU/g)=(m/K) -n- 165 - 10° (17)

* N — broj zivih ¢elija kvasca (CFU/g imobilizata)

* m/K — srednja vrednost broja ¢elija u jednom malom kvadratu
* n — razblaZenje (10%)

* 16 — broj malih kvadrata u velikom kvadratu

« 5 zapremina u mm? (1/5 mm®)

«10%- pomnoZeno sa 1000 da bi se dobio broj ¢elijau 1 ml

4.2.12. Polarimetrijska metoda za odredivanje sadrzaja kukuruznog skroba [178]

Ova metoda obuhvata dva merenja. Prvo se uzorak tretira sa razblazenom
hlorovodoni¢nom kiselinom, i nakon bistrenja i filtracije, odreduje se opticka rotacija na
polarimetru. U drugom merenju uzorak se tretira sa 40% etanolom. Dobijeni ekstrakt se
filtrira, tretira sa kiselinom i ponavlja isti postupak kao kod prvog merenja. Ova metoda se

zasniva na tome da se tretiranjem materijala koji sadrzi skrob hlorovodinicnom kiselinom,
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vrsi hidroliza skroba. Nastali Seceri su opticki aktivni 1 skrecu ravan polarizovane svetlosti.
Iz veli¢ine ugla optickog skretanja ravni linearno polarizovane svetlosti odreduje se sadrzaj
skroba. Za odredivanje sadrzaja skroba u kukuruznoj krupici (ili kukuruznom brasnu)
nakon hidrolize, neophodno je izvrsiti korekciju veli¢ine ugla skretanja ravni linearno
polarizovane svetlosti, koja poti¢e od supstanci koje nisu skrob. Naime, tako zaostali
kukuruzni hidrolizat sadrzi &itav spektar redukujuéih $eéera. Seéeri prisutni u hidrolizatu
takode skre¢u ravan polarizovane svetlosti, pa je sadrzaj nehidrolizovanog skroba odreden
standardnom metodom mnogo ve¢i.
Reagensi:
* 25% (w/w) hlorovodoni¢na kiselina
* 1,128% (w/v) hlorovodoni¢na kiselina
Koncentracija se mora proveriti titracijom sa 0,1M NaOH u prisustvu 0,1% (w/v)
rastvora metil-crvenog u 94% (v/v) etanolu. 10 ml = 30,94 ml NaOH 0,1 mol/I
« Rastvor Carrez I: rastvoriti 21,9 g cink-acetata Zn(CH3COO),-2H,0 i 3 g glacijalne
siréetne kiseline u vodi. Dopuniti vodom do 100 ml.
« Rastvor Carrez Il: rastvoriti 10,6 g kalijum-fero-cijanida [K4(Fe(CN)g]-3H,0 u vodi.
Dopuniti vodom do 100 ml.
* 40% (v/v) etanol
Postupak:

e (Qdredivanje ukupne opti¢ke rotacije

Odmeri se 2,5 g usitnjenog uzorka i prenese u normalni sud od 100 ml. Doda se 25
ml 1,128% HCI, promesa, pa ponovo doda jo§ 25 ml. Normalni sud se uroni u kljucalu
vodu vodenog kupatila, mesajuci energicno i neprestano prva tri minuta, da ne bi doslo do
stvaranja aglomerata. Koli¢ina vode u vodenom kupatilu mora biti dovoljna da ostane na
tacki kljuc¢anja dok je normalni sud uronjen u njemu. Normalni sud se pri mes$anju ne sme
vaditi iz vode. Posle ta¢no 15 minuta, izvadi se iz kupatila, doda 30 ml hladne vode i
ohladi odmah do 20 °C.

Doda se 5 ml rastvora Carrez | i mesa 1 minut. Zatim se doda 5 ml rastvora Carrez
I i mesa ponovo 1 minut. Dopuni se vodom do 100 ml, promesa i filtrira. Izmeri se opticka
rotacija rastvora na polarimetru.

e (QOdredivanje opti¢ke rotacije supstanci rastvorljivih u 40 %-tnom etanolu
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Odmeri se 5 g uzorka, prenese u normalni sud od 100 ml i doda 80 ml 40% etanola.
Ostavi se da stoji 1 h na sobnoj temperaturi i za to vreme povremeno energi¢no promesa.
Nakon 1 h dopuni se do 100 ml sa etanolom, promesa i filtrira. Pipetira se 50 ml filtrata u
erlenmajer od 250 ml, doda 2,1 ml 25% HCI i promesa energi¢no. Postavi se povratni
kondenzator na erlenmajer koji je uronjen u kljucalo vodeno kupatilo. Posle ta¢no 15
minuta erlenmajer se izvadi iz vodenog kupatila, prespe sadrzaj u normalni sud od 100 ml,
ispirajuci sa malo hladne vode i ohladi do 20 °C. Ponovi se postupak sa rastvorima Carrez
I i Carrez Il, dopuni vodom do 100 ml, promesa, filtrira i izmeri opti¢ka rotacija.
Izracunavanje:

Pri kori$¢enju polarimetra potrebno je izmerenu vrednost ugla skretanja ravni
polarizovane svetlosti u stepenima po Wentzke-u pomnoziti sa 0,3469 da bi se preveli u

uglovne stepene. Sadrzaj skroba se ra¢una prema slede¢oj jednadini:

Cs (%) = [(a—a) - 0,3469 - 100 - 40] / (1 - [0]*%D) (18)

* Cs — Sadrzaj skroba (%)

* o — izmereni ugao skretanja ravni linearno polarizovane svetlosti

* o’ — izmereni ugao skretanja ravni linearno polarizovane svetlosti kod rastvora dobijenog
alkoholnom ekstrakcijom vlaznog materijala

o 0L]zo
Na-D-linija (za kukuruz iznosi 182,6°)

* | — duzina polarimetrijske cevi u dm (I = 2 dm)

p — specifi¢ni ugao skretanja ravni polarizovane svetlosti na 20 °C kada se koristi

4.2.13. Metoda za odredivanje sadrzaja suve materije [176]

Postupak:

Prazan vegeglas se susi 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 se njegova masa na analitickoj vagi sa tacnos¢u £0,001 g.

Zatim se u vegeglas dodaje oko 2 g uzorka i izmeri masa. Vegeglas se susi sa

uzorkom tokom no¢i (najmanje 16 h) u suSnici na 105 °C, sa koso postavljenim
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poklopcem. Nakon susSenja vegeglas se pokrije poklopcem i hladi u eksikatoru oko 1 h.
Merenje se vr$i odmah nakon vadenja vegeglasa iz eksikatora. Izvrsi se ponovno susenje,
30-60 min, dok se ne postigne konstantna masa.

Izracunavanje:

SM (%) = (M2 — mo) / (M1 — mo) (19)

* Mo — masa praznog vegeglasa (g)
* m; — masa vegeglasa sa uzorkom pre susenja (g)

* My — masa vegeglasa sa uzorkom posle susenja (g)
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. DVOJINO-ENZIMSKA HIDROLIZA KUKURUZNOG SKROBA

5.1.1. Hemijski sastav kukuruzne krupice i kukuruznog brasna

Hemijski sastav kukuruzne krupice i kukuruznog brasna dat je u tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Hemijski sastav kukuruzne krupice i kukuruznog b rasna

Komponenta Kuku rl_Jzna Kuku tuzno
krupica brasno
Voda, % 13,10 17,34
Skrob, % 76,00 76,75
Proteini, % 6,54 6,35
Celuloza, % 1,09 1,28
Pepeo, % 0,39 0,70
Fosfor, % 0,0887 0,149
Cu, ppm 1,64 1,15
Zn, ppm 531 511
Mn, ppm 1,78 2,46
Fe, ppm 18,30 22,00
Ca, ppm 50,90 60,80
Na, ppm 41,70 33,40

Sadrzaj skroba (polarimetrijska metoda) i vode (metoda susenjem) odredivani su na
Tehnolosko-metalurskom fakultetu, dok su sadrzaji celuloze, proteina, pepela, fosfora,
bakra, cinka, mangana, gvozda, kalcijuma 1 natrijuma odredivani standardnim metodama u

Institutu za higijenu i tehnologiju mesa, Beograd. Sadrzaj proteina je odredivan kao sadrzaj
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azota metodom po Kjeldahl-u, pomnozen sa faktorom 6,25. Sadrzaj celuloze je odredivan
metodom po Scharrer-Kiirschner-u, a sadrzaj pepela je odredivan zarenjem na 550 °C.
Sadrzaj fosfora je odredivan spektrofotometrijskom metodom, dok su sadrzaji Cu, Zn, Mn,

Fe, Ca i Na odredivani atomskom apsorpcionom spektrometrijskom metodom (AAS).

5.1.2. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa

glukoze nakon likvefakcije skroba kukuruzne krupice pri razli¢itim hidromodulima

Ovaj set eksperimenata izvoden je u cilju odredivanja uticaja koncentracije enzima
Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa glukoze nakon likvefakcije skroba
kukuruzne krupice, pri razli¢itim hidromodulima: 1:2,5, 1:3 i 1:4. Kukuruzna Krupica
sadrzi 76,00% skroba (tabela 5.1.), pa hidromodulima 1:2,5, 1:3 i 1:4 odgovaraju pocetne
koncentracije skroba od 217,14, 190,00 i 152,00 g/l, rerspektivno. Koncentracija enzima je
izrazena u % (ml enzima/100 g krupice). Nakon zavrSene faze likvefakcije merena je

koncentracija nastale glukoze, a rezultati ispitivanja su prikazani u tabeli 5.2. i na slici 5.1.

Tabela 5.2. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa
glukoze nakon likvefakcije skroba kukuruzne krupice pri hidromoduluima 1:2,5, 1:3i 1:4

Konc. enzima Konc. glukoze, g/l Prinos glukoze, g/g®

STCe,r(;a(r\%) 1:25 1:3 1:4 1:25 1:3 1:4
0,02 88,12 72,62 62,86 0,40 0,38 0,41
0,06 112,45 107,22 76,20 0,52 0,56 0,50
0,10 118,76 111,00 86,08 0,55 0,58 0,57
0,20 122,56 117,18 86,78 0,56 0,62 0,57
0,30 121,45 115,66 85,55 0,56 0,61 0,56

Uslovi procesa su kao na slici 5.1.
#Prinos glukoze je izra¢unavan na osnovu jednadine (2)
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Slika 5.1. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu prinosa glukoze nakon
likvefakcije skroba kukuruzne krupice pri hidromodulima 1:2,5, 1:3 i 1:4. Uslovi procesa:
t=85°C, pH=6, 1=1 h, brzina mesanja v=150 rpm.

Iz tabele 5.2. i sa slike 5.1. moze se videti da pri svakom hidromodulu sa
povecanjem koncentracije enzima Termamyl SC dolazi do povecanja stepena hidrolize
skroba, odnosno do povecanja koncentracije i prinosa nastale glukoze. Takode se moze
uociti da kod sva tri hidromodula primenom koncentracija enzima Termamyl SC visih od
0,10% (v/w) dobijaju se vrednosti koncentracije i prinosa glukoze relativno bliske, tako da
dalje povecanje koncentracije enzima, van prikazanog opsega, ne bi znacajno uticalo na
promenu stepena hidrolize. Sa slike 5.1. moze se videti da pri hidromodulu od 1:3 postizu
se najvise vrednosti prinosa glukoze, dok se veoma bliske vrednosti ovog parametra
postizu kod hidromodula 1:2,5 i 1:4. Zbog najviSe pocetne koncentracije skroba u
suspenziji kod hidromodula 1:2,5, o¢ekivao bi se i najvisi prinos glukoze, medutim veliki
viskozitet suspenzije, problemi prilikom meSanja i inhibicija enzima visokom
koncentracijom supstrata znacajno utiCu na smanjenje prinosa glukoze pri ovom
hidromodulu. Moze se takode videti da je pri ovako visokim pocetnim koncentracijama
skroba kao supstrata doslo i do inhibicije enzima proizvodom odnosno nastalom glukozom.

U svom radu Kolusheva i Marinova [179] takode uocavaju inhibiciju amilaze supstratom
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(skrobom) pri njegovim visokim koncentracijama (iznad 250 g/l), kao i inhibiciju amilaze
glukozom nastalom tokom hidrolize. Kako bi dokazali hipotezu o inhibitornom delovanju
glukoze na hidrolizu skroba, istrazivali su uticaj dodatka glukoze (do 0,1 mol/l) na tok
hidrolize, i zakljucili su da se sa pove¢anjem koncentracija dodate glukoze smanjuje brzina
hidrolize skroba. Pojava inhibicije visokim koncentracijama supstrata i proizvoda takode je

uocena i u radu Yankov-a i saradnika [180].

5.1.3. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa

glukoze nakon likvefakcije skroba kukuruznog brasna pri razli¢itim hidromodulima

Ovaj set eksperimenata izvoden je radi odredivanja uticaja koncentracije enzima
Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa glukoze nakon likvefakcije skroba
kukuruznog brasna, pri razlic¢itim hidromodulima: 1:2,5, 1:3 i 1:4. Kukuruzno brasno
sadrzi 76,75% skroba (tabela 5.1.), pa hidromodulima 1:2,5, 1:3 i 1:4 odgovaraju pocéetne
koncentracije skroba od 219,29, 191,87 i 153,50 g/l, respektivno. Koncentracija enzima je
izrazena u % (ml enzima/100 g brasna). Nakon zavrSene faze likvefakcije merena je

koncentracija nastale glukoze, a rezultati ispitivanja su prikazani u tabeli 5.3. i na slici 5.2.

Tabela 5.3. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije i prinosa
glukoze nakon likvefakcije skroba kukuruznog brasna pri hidromoduluima 1:2,5, 1:3i 1:4

Konc. enzima Konc. glukoze, g/l Prinos glukoze, g/g

STCe,r;a(r\%\'l) 1:25 1:3 1:4 1:25 1:3 1:4
0,02 118,94 107,22 83,39 0,54 0,56 0,54
0,06 136,66 117,54 87,29 0,62 0,61 0,57
0,10 136,90 120,74 94,16 0,62 0,63 0,61
0,20 143,76 132,26 100,75 0,65 0,69 0,66
0,30 141,78 135,12 98,78 0,64 0,70 0,64

Uslovi procesa su kao na slici 5.1.
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Slika 5.2. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu prinosa glukoze nakon
likvefakcije skroba kukuruznog brasna pri hidromodulima 1:2,5, 1:3 i 1:4. Uslovi procesa
su kao naslici 5.1.

Na osnovu tabele 5.3. i slike 5.2. moze se videti da pri svakom hidromodulu sa
poveéanjem koncentracije enzima Termamyl SC dolazi do povecanja koncentracije i
prinosa glukoze. Takode se moze uociti da kod sva tri hidromodula pri koncentracijama
enzima visim od 0,10% (v/w) ne dolazi do velikih promena u koncentraciji i prinosu
nastale glukoze. Sa slike 5.2. moze se uoditi da se pri hidromodulu od 1:3 postizu najvise
vrednosti prinosa glukoze. Veoma bliske vrednosti ovog parametra postizu kod
hidromodula 1:2,5 i 1:4, pri koncentracijama enzima visim od 0,10% (v/w). Zbog najvise
pocetne koncentracije skroba u suspenziji kod hidromodula 1:2,5, o¢ekivao bi se i najvisi
prinos glukoze, medutim veliki viskozitet suspenzije, problemi prilikom mesSanja i
inhibicija enzima visokom koncentracijom supstrata i nastalom glukozom znacajno uti¢u
na smanjenje prinosa glukoze pri ovom hidromodulu.

Poredeci vrednosti koncentracije i prinosa glukoze dobijenih likvefakcijom skroba
iz dve razliclite sirovine, prikazanih u tabelama 5.2. 1 5.3. 1 na slikama 5.1. 1 5.2., moZe se
uociti da se znatno vise vrednosti ovih parametara dobijaju kod kukuruznog braSna pri
istom hidromodulu i istoj koncentraciji enzima Termayml SC. Kao §to je ve¢ napomenuto,

najvise vrednosti koncentracije glukoze i prinosa glukoze kod obe sirovine postignute su

133



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

pri hidromodulu 1:3. Poredenje postignutih vrednosti prinosa glukoze nakon likvefakcije
skroba kukuruzne krupice i kukuruznog brasna pri istom hidromodulu od 1:3 i sa razli¢itim

koncentracijama enzima Termamyl SC prikazano je na slici 5.3.
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Slika 5.3. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu prinosa glukoze nakon
likvefakcije skroba kukuruzne krupice i kukuruznog brasna pri hidromodulu 1:3. Uslovi
procesa su kao naslici 5.1.

5.1.4. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije i prinosa
glukoze nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruzne krupice i kukuruznog
bras$na pri konstantnoj koncentraciji enzima Termamyl SC i razli¢itim

hidromodulima

U ovim eksperimentima je ispitivan uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na
promenu koncentracije i prinosa nastale glukoze nakon zavrSene dvojno-enzimske
hidrolize (likvefakcije i1 saharifikacije) kukuruzne krupice i kukuruznog braSna, pri
hidromodulima: 1:2,5, 1:3 i 1:4. KoriS¢ena je konstantna vrednost koncentracije enzima
Termamyl SC od 0,02% (v/w). Dobijeni rezultati ispitivanja prikazani su u tabelama 5.4. i
5.5.inaslici5.4.
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Tabela 5.4. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije glukoze
nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruzne krupice i kukuruznog brasna pri

hidromodulima 1:2,5, 1:3i 1:4

Konc. enzima Koncentracija glukoze, g/l
SAN Extra L, Kukuruzna krupica Kukuruzno brasno
% (viw) 1:25 1:3 1:4 1:25 1:3 1:4
0,08 156,27 | 145,65 | 117,68 | 172,56 | 159,37 127,68
0,12 158,75 | 152,78 | 120,66 | 177,05 | 174,81 136,66
0,16 158,75 | 166,07 | 121,35 | 179,29 | 168,07 136,66

Uslovi procesa su kao na slici 5.4.

Tabela 5.5. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu prinosa glukoze nakon
dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruzne krupice i

kukuruznog brasna pri
hidromodulima 1:2,5, 1:3i 1:4

Konc. enzima Prinos glukoze, g/g
SAN Extra L, Kukuruzna krupica Kukuruzno brasno
% (v/w) 1:2,5 1:3 1:4 1:2,5 1:3 1:4
0,08 0,72 0,77 0,77 0,79 0,83 0,83
0,12 0,73 0,80 0,79 0,81 0,91 0,89
0,16 0,73 0,87 0,80 0,82 0,88 0,89

Uslovi procesa su kao na slici 5.4.
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Slika 5.4. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu prinosa glukoze nakon
dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruzne krupice 1 kukuruznog brasna pri
hidromodulima 1:2,5, 1:3 i 1:4 i konstantnoj vrednosti koncentracije enzima Termamyl SC.
Uslovi procesa: likvefakcija - t=85 °C, pH=6, t=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w);
saharifikacija - t=55 °C, pH=5, t=4 h, brzina mesanja v=150 rpm (EI -0,08%, A - 0,12%,
H -0,16% (v/w) SAN Extra L)

Iz rezultata prikazanih u tabelama 5.4. i 5.5. i na slici 5.4., moze se videti da
ukoliko se kao sirovine porede kukuruzno brasno i krupica, znatno vise koncentracije i
prinosi glukoze nakon zavrsene enzimske hidrolize se postizu kod kukuruznog brasna pri
istoj koncentraciji enzima Termamyl SC i SAN Extra L i istom hidromodulu. Isti slucaj je
bio i u fazi likvefakcije, kao $to je prikazano u tabelama 5.2. 1 5.3. i na slikama 5.1.,5.2. i
5.3. Naime, znacajan uticaj pri hidrolizi skroba imaju dimenzije cestica koriS¢enih
sirovina. Vece dimenzije Cestica kukuruzne Kkrupice znatno smanjuju stepen hidrolize
skroba, jer su povecana difuziona ogranienja i smanjena je kontaktna povrSina izmedu
Cestica supstrata i rastvora enzima. Uticaj dimenzija Cestica sirovine prikazan je i u radu
Lazica i saradnika [73] koji su ispitivali hidrolizu skroba krompira primenom enzima
Termamyl 120L i Supersan 240L, u cilju dobijanja etanola. U svojim rezultatima su
pokazali da se pri konstantnoj koncentraciji enzima Termamyl 120L, sa povecanjem

dimenzija Cestica, stepen hidrolize skroba i dekstrozni ekvivalent smanjuju. Takode, u ovoj
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disertaciji nepovoljan aspekt primene kukuruzne krupice je i neSto nizi sadrzaj skroba nego
u brasnu (tabela 5.1.), Sto podrazumeva i nizi sadrzaj krajnjeg proizvoda etanola. Iz
navedenih razloga, i na osnovu prikazanih rezultata (tabele 5.2.-5.5. i slike 5.1.-5.4.) u
narednim eksperimentima kao sirovina kori§¢eno je kukuruzno brasno.

Dalje je neophodno izabrati optimalan hidromodul kod enzimske hidrolize
kukuruznog brasna. Na osnovu tabela 5.4. i 5.5. i slike 5.4. moze se videti da kao i kod
faze likvefakcije, najvise koncentracije i prinosi glukoze nakon saharifikacije se dobijaju
pri hidromodulu 1:3, a najnize koncentracije glukoze pri hidromodulu 1:2,5. Naime, pri
hiromodulu 1:2,5 je najvisa pocetna koncentracija supstrata, ali usled velikog viskoziteta,
problema prilikom meSanja (stvaranja grudvica) i inhibicije enzima supstratom i
proizvodom dobijaju se znacajno nize vrednosti koncentracije i prinosa glukoze od
ocekivanih. Pri hidromodulu 1:4 nije doslo do pojave inhibicije enzima supstratom, a
mesanje je znatno olakSano usled smanjenog viskoziteta suspenzije. Medutim, zbog niske
pocetne koncentracije skroba postignute su i niske vrednosti koncentracije i prinosa
glukoze (nize nego kod hidrolize pri hidromodulu 1:3).

Pocetna koncentracija supstrata ima znacajan uticaj na efekte i1 hidrolize i
fermentacije. Sa aspekta ekonomike procesa pozeljno je da se ostvari $to je moguce veéa
konverzija skroba putem enzimske hidrolize, kao i da se koristi visa pocetna koncentracija
supstrata jer se time smanjuje reaktorska zapremina i povecava Se zapreminska
produktivnost reaktora [92]. Medutim, s druge strane smatra se da je hidroliza skroba
efikasnija pri nizim koncentracijama skroba (enzimi potpunije razgraduju skrob u
rastvorima sa manjom koncentracijom) i sprecava se mogucnost pojave inhibicije enzima
supstratom [73]. Lazi¢ i saradnici [73] su utvrdili da ukoliko se hidromodul poveca sa
1:1,05 na samo 1:1, maksimalni dekstrozni ekvivalent se uvec¢a sa 40,9% na 51,2%.
Arasaratnam i saradnici [181] su u svom radu postigli slabiju hidrolizu skroba kukuruznog
brasna sa visokim pocetnim koncentracijama skroba. Tako npr. hidrolizom 16% suspenzije
kukuruznog brasna postigli su prinos glukoze od 76%, a hidrolizom 40% suspenzije
ostvarili su svega 50,2% glukoze. Koncentrovanije suspenzije kukuruznog brasna pokazuju
i losije filtracione karakteristike, a usled povecanog viskoziteta javljaju se i problemi sa
mesanjem. Takode je utvrdeno da se sa povecanjem sadrzaja suve materije U suspenziji
kukuruznog brasna povecava i formiranje sporednih prozvoda hidrolize (uglavnom

izomaltoze i izomaltotrioze) [92]. Na osnovu ostvarenih koncentracija i prinosa glukoze
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nakon hidrolize kukuruznog brasna pri ispitivanim hidromodulima (tabele 5.3.-5.5. i slike
5.2. 1 5.4)) i izloZzenih ekonomskih razmatranja, izabran je optimalni hidromodul od 1:3

kojem odgovara pocetna koncentracija skroba od 191,87 g/l.

5.1.5. Odredivanje optimalne koncentracije enzima Termamyl SC u fazi likvefakcije

skroba kukuruznog brasna pri hidromodulu 1:3

U cilju odredivanja optimalne koncentracije enzima Termamyl SC (odnosno
optimalnog stepena likvefakcije skroba kukuruznog brasna koji je potreban da bi se
ostvarili dobri efekti u sledecem stepenu hidrolize — saharifikaciji) izvodena je dvojno-
enzimska hidroliza pri ¢emu su koris¢ene razli¢ite koncentracije enzima Termamyl SC i
konstantna koncentracija enzima SAN Extra L od 0,08% (v/w), pri hidromodulu 1:3 koji je
izabran kao optimalan u prethodnim eksperimentima. Nakon zavrSene dvojno-enzimske
hidrolize odredivani su slede¢i parametri: koncentracija nastale glukoze, dekstrozni
ekvivalent, prinos glukoze i procenat od teorijske koncentracije glukoze. Rezultati

ispitivanja su prikazani u tabeli 5.6. i na slici 5.5.
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Tabela 5.6. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu koncentracije glukoze,
dekstroznog ekvivalenta, prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentracije glukoze
nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna pri konstantnim vrednostima
koncentracije enzima SAN Extra L i hidromodula.

Konc. enzima . Dekstrozni : Procenat od

Termamyl SC, Koncentracija ekvivalent Prinos teor. konc.

% (viw) glukoze, g/l DE. %" glukoze, g/g glukoze, %°
0,004 128,27 15,52 0,67 60,17
0,008 139,19 16,84 0,72 65,29
0,010 141,89 17,17 0,74 66,56
0,020 159,37 19,28 0,83 74,76
0,040 158,05 19,12 0,82 74,14
0,060 155,51 18,81 0,81 72,95
0,080 156,39 18,92 0,81 73,36
0,120 148,22 17,93 0,77 69,53
0,160 147,30 17,82 0,77 69,10
0,200 145,07 17,55 0,76 68,05

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.5.
"DE je izracunavan na osnovu jednacine (3)

° % od teor. konc. glukoze je izratunavan na osnovu jednacina (4) i (5)
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Dekstrozni ekvivalent DE, %
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Slika 5.5. Uticaj koncentracije enzima Termamyl SC na promenu dekstroznog ekvivalenta
nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna pri konstantnim vrednostima
koncentracije enzima SAN Extra L i hidromodula. Uslovi procesa: hidromodul 1:3, brzina
mesanja v=150 rpm, likvefakcija - t=85 °C, pH=6, 1=1 h; saharifikacija - t=55 °C, pH=5,
t=4 h, ¢ (SAN Extra L) = 0,08% (v/w).

Na osnovu tabele 5.6. i slike 5.5. moze se uociti da pri koncentraciji enzima
Termamyl SC od 0,02% (v/w) dolazi do naglog povecanja svih prikazanih procesnih
parametara nakon zavrSene dvojno-enzimske hidrolize, a ujedno i dostizanja njihovih
maksimalnih vrednosti. Ukoliko se koriste koncentracije enzima Termamyl SC izmedu
0,02 i 0,08% (v/w) postizu se vrednosti svih parametara veoma bliske, a pri
koncentracijama enzima visim od 0,08% (v/w) dolazi i do odredenog pada vrednosti ovih
procesnih parametara nakon zavr§ene dvojno-enzimske hidrolize. Sli¢ne rezultate postigli
su Apar i Ozbek [182] prilikom izvodenja likvefakcije kukuruznog skroba pomoéu a-
amilaze iz Bacillus sp. Ispitivajuéi uticaj koncentracije amilaze na stepen hidrolize, utvrdili
su da se najveca brzina hidrolize postize pri koncentraciji amilaze od 1,6 g/l. Takode,
koriste¢i koncentracije enzima u opsegu 1,6-2,0 g/l utvrdili su da ne dolazi do promene u
brzini hidrolize, $to objaSnjavaju saturacijom granula skroba sa aktivnim molekulima

enzima. Apar i Ozbek [182] i Textor i saradnici [183] ovu pojavu objasnjavaju jednom
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vrstom tzv. enzim-enzim inhibicije koja dovodi do smanjene mogucénosti aktivnih centara
enzima da se efikasno vezu za Cestice skroba.

U cilju utvrdivanja optimalne koncentracije enzima Termamyl SC neophodno je i
ispitati kako dekstrozni ekvivalent postignut nakon faze likvefakcije (1 h hidrolize) utice
na dekstrozni ekvivalent nakon zavrSene obe faze hidrolize (5 h hidrolize) skroba

kukuruznog brasna. Rezultati su prikazani u tabeli 5.7. i na slici 5.6.

Tabela 5.7. Uticaj dekstroznog ekvivalenta hidrolizata iz faze likvefakcije na dekstrozni
ekvivalent hidrolizata nakon faze saharifikacije pri konstantnim vrednostima koncentracije
enzima SAN Extra L i hidromodula, a razli¢itim koncentracijima enzima Termamyl SC

Konc. enzima
Termamyl SC, DE (1h), % DE (5h), %
% (V/w)

0,004 7,53 15,52
0,008 9,27 16,84
0,010 10,37 17,17
0,020 12,97 19,28
0,040 13,76 19,12
0,060 14,22 18,81
0,080 14,54 18,92
0,120 15,13 17,93
0,160 15,87 17,82
0,200 16,00 17,55

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.5.
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Slika 5.6. Uticaj dekstroznog ekvivalenta hidrolizata iz faze likvefakcije na dekstrozni
ekvivalent hidrolizata nakon faze saharifikacije pri konstantnom hidromodulu i
koncentraciji enzima SAN Extra L i razli¢itim koncentracijima enzima Termamyl SC.
Uslovi procesa su isti kao na slici 5.5.

U tabeli 5.7. i na slici 5.6. moze se videti da se maksimalna vrednost dekstroznog
ekvivalenta od 19,28 nakon faze saharifikacije postize ukoliko se koristi koncentracija
enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) u fazi likvefakcije. Takode se moze uociti da sa
povecanjem dekstroznog ekvivalenta u fazi likvefakcije iznad DE~13, dolazi do smanjenja
dekstroznog ekvivalenta nakon faze saharifikacije. Sli¢ne rezultate su postigli Bebi¢ i
saradnici [184] koji su izvodili hidrolizu kukuruznog skroba pomoc¢u enzima Termamyl
120L i AMG 150L. U njihovim ispitivanjima optimalna vrednost DE nakon likvefakcije se
kretala u opsegu 15-18 u zavisnosti od procesnih uslova. Takode, u svom radu Aiyer [185]
preporucuje da optimalna vrednost DE na kraju likvefakcije bude u intervalu od 10-20.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabelama 5.6. i 5.7. i na slikama 5.5. i 5.6., moze
se usvojiti da je optimalna koncentracija enzima Termamyl SC za fazu likvefakcije 0,02%
(v/w), pri kojoj se postizu i najbolji efekti u sledecoj fazi hidrolize (saharifikaciji). Pri
optimizaciji koncentracije enzima mora se voditi rauna i o €injenici da je cena enzima
bitan deo ukupnih troskova procesa, te u znac¢ajnoj meri utice na rentabilnost procesa. U

literaturi se mogu naci relativno slicne vrednosti za optimalnu koncentraciju enzima
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Termamyl u fazi likvekacije kukuruznog skroba. Montesinos i Navarro [186] su u cilju
proizvodnje etanola iz pSeni¢nog brasna izvodili hidrolizu koriste¢i 0,02% (v/w skroba)
enzima Termamyl 120L. Medutim, Xu i saradnici [187] u fazi likvefakcije skroba
kukuruznog brasna koriste koncentraciju a-amilaze od 0,05% (v/w brasna), $to je duplo
viSa vrednost od optimalne vrednosti koncentracije amilaze dobijene u ovoj disertaciji.
Naime, potrebno je naglasiti da se u vecini naucno-istrazivackih radova u fazi likvefakcije
skroba koristi amilaza Termamyl 120L, koja je znatno manje aktivnosti od amilaze
Termamyl SC. Firma ,,Novozymes* (Danska) je u skorije vreme plasirala na trZiStu enzim
Termamyl SC upravo radi koriSéenja u sintezi bioetanola, i koji zbog svoje veée aktivnosti

obezbeduje efikasniju enzimsku hidrolizu.

5.1.6. Odredivanje optimalne koncentracije enzima SAN Extra L u fazi saharifikacije

skroba kukuruznog brasna pri hidromodulu 1:3

Slede¢i set eksperimenata vrSen je u cilju odredivanja optimalne koncentracije
enzima SAN Extra L u fazi saharifikacije skroba kukuruznog brasna. Dvojno-enzimska
hidroliza je izvodena pri optimalnim vrednostima koncentracije enzima Termamyl SC od
0,02% (v/w) 1 hidromodula od 1:3, a koji su odredeni u prethodnim eksperimentima, dok
su varirane koncentracije enzima SAN Extra L. Nakon zavsene dvojno-enzimske hidrolize
odredivani su slede¢i parametri: koncentracija nastale glukoze, dekstrozni ekvivalent,
prinos glukoze i procenat od teorijske koncentracije glukoze. Rezultati ispitivanja su

prikazani u tabeli 5.8. i na slici 5.7.
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Tabela 5.8. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu koncentracije glukoze,
dekstroznog ekvivalenta, prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentracije glukoze
nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna pri konstantnoj vrednosti
koncentracije enzima Termamyl SC i hidromodula

Konc. enzima Koncentracija Dek_strozni Prinos Procenat od

SAN Extra L, ekvivalent teor. konc.

% (viw) glukoze, g/l DE. % glukoze, g/g glukoze, %
0,04 158,65 19,19 0,83 74,42
0,08 159,37 19,28 0,83 74,76
0,10 164,03 19,84 0,85 76,95
0,12 174,81 21,15 0,91 82,00
0,16 168,07 20,33 0,88 78,84
0,20 164,48 19,90 0,86 77,16
0,24 168,07 20,33 0,88 78,84

Uslovi procesa su kao na slici 5.7.
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Slika 5.7. Uticaj koncentracije enzima SAN Extra L na promenu dekstroznog ekvivalenta
nakon dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna pri konstantnoj vrednosti
koncentracije enzima Termamyl SC i hidromodula. Uslovi procesa: hidromodul 1:3, brzina
mesanja v=150 rpm; likvefakcija - t=85 °C, pH=6, t=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w);

saharifikacija - t=55 °C, pH=5, 1=4 h.
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Iz tabele 5.8. i sa slike 5.7. moze se videti da se najvisa vrednost procesnih
parametara nakon dvojno-enzimske hidrolize postize pri koncentraciji enzima SAN Extra
L od 0,12% (v/w), i to: koncentracija glukoze od 174,81 g/l, dekstrozni ekvivalent od
21,15, prinos glukoze od 0,91 g/g i procenat od teorijske koncentracije glukoze od 82,00%.
Ova koncentracija enzima SAN Extra L usvaja se kao optimalna vrednost za fazu
saharifikacije skroba kukuruznog brasna pri hidromodulu 1:3. U svom radu Xu i saradnici
[187] postigli su vrlo blisku optimalnu vrednost za koncentraciju glukoamilaze koja je
iznosila 0,15% (v/w).

Iz tabele 5.8. moze se takode videti da se koriS¢enjem optimalnih koncentracija
enzima Termamyl SC i SAN Extra L postize visok Stepen konverzije skroba nakon
zavrSene hidrolize, odnosno visok prinos glukoze od 0,91 g/g, §to se moze porediti i sa
objavljenim rezultatima drugih istrazivaca. Arasaratnam i saradnici [181] su na kraju
hidrolize kukuruznog brasna postigli nizi prinos glukoze od 0,76 koriste¢i sli¢ne
koncentracije amilaze i glukoamilaze. Odredene razlike u rezultatima postoje usled
razli¢itog hemijskog sastava i pocetne koncentracije supstrata. Dettori-Campus i saradnici
[188] su ispitivali hidrolizu granula skroba iz razli¢itih Zitarica Koriste¢i amilazu iz
Bacillus stearothermophilus, i postigli su stepen konverzije do 80% u zavisnosti od
koriS¢ene sirovine, §to je blisko rezultatima u ovoj disertaciji (tabela 5.7.). Veoma efikasnu
konverziju kukuruznog skroba (preko 96%) postigli su i Karakastsanis i Liakopoulu-

Kyriakides [189] simultanim dejstvom amilaze i glukoamilaze ali tek nakon 24 h hidrolize.

5.1.7. Kinetika dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna

Na osnovu prethodnih rezultata usvojeni su sledeéi optimalni parametri za dvojno-
enzimsku hidrolizu skroba kukuruznog brasna: hidromodul 1:3, koncentracija enzima
Termamyl SC od 0,02% (v/w) i koncentracija enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w). Ove
vrednosti hidromodula i koncentracija enzima koris¢ene su u narednim eksperimentima
prilikom ispitivanja alkoholne fermentacije.

U ovom eksperimentu su pra¢ene promene koncentracije glukoze, dekstroznog
ekvivalenta, prinosa glukoze i procenta od teorijske koncentracije glukoze tokom dvojno-

enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna, koja je izvodena pri optimalnim
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vrednostima koncentracija enzima i hidromodula. Koncentracija glukoze merena je na
svakih sat vremena u toku 5 h dvojno-enzimske hidrolize, a rezultati ispitivanja prikazani

su u tabeli 5.9. i na slici 5.8.

Tabela 5.9. Promena koncentracije glukoze, dekstroznog ekvivalenta, prinosa glukoze i
procenta od teorijske koncentracije glukoze tokom dvojno-enzimske hidrolize skroba
kukuruznog brasna.

. Dekstrozni ) Procenat od
Koncentracija ) Prinos

Vreme, h lukoze. o/l ekvivalent lukoze. o/ teor. konc.
g 9 DE, % g 919 glukoze, %

1 107,22 12,97 0,56 50,30

2 147,03 17,79 0,77 68,97

3 164,78 19,93 0,86 77,30

4 171,06 20,69 0,89 80,26

5 174,81 21,15 0,91 82,00

Uslovi procesa kao na slici 5.8.
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Slika 5.8. Tok dvojno-enzimske hidrolize skroba kukuruznog brasna pri optimalnim
vrednostima procesnih parametara. Uslovi procesa: hidromodul 1:3, brzina mesanja v=150
rpm, likvefakcija - t=85 °C, pH=6, 1=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w); saharifikacija -
t=55 °C, pH=5, =4 h, ¢ (SAN Extra L)=0,12% (v/w).
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5.2. ALKOHOLNA FERMENTACIJA HIDROLIZATA KUKURUZNOG BRASNA

5.2.1. Ispitivanje fermentativne sposobnosti razli¢itih vrsta kvasaca na hidrolizatu

kukuruznog bras$na

U toku 48 h alkoholne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna ispitivana je

fermentativna sposobnost slede¢ih vrsta kvasaca: Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae

var. ellipsoideus, S. carlsbergensis i Schizosaccharomyces pombe. Pocetna koncentracija

glukoze u hidrolizatu iznosila je 114,71 g/l i dobijena je razblazivanjem hidrolizata

koncentracije 174,81 g¢/l. Prora¢un razblazenja izvrSen je prema jednaCinama (6)-(8).

Koli¢ina inokuluma je iznosila 2% (v/v). Fermentativna aktivnost pracena je odredivanjem

sadrzaja etanola i koncentracije glukoze nakon 24 i 48 h alkoholne fermentacije. Rezultati

Ispitivanja prikazani su u tabeli 5.10. i na slici 5.9.

Tabela 5.10. Rezultati ispitivanja fermentativne sposobnosti razli¢itih vrsta kvasaca na
hidrolizatu kukuruznog brasna

Parametar S. cerevisiae | S. ellipsoideus | S.carlsbergensis | Schiz. pombe
24 h
Koncentracija glukoze,g/l 3792 1997 3931 123,69
Sadrzaj etanola, %6 (W/w) 3,86 39 413 0,34
Prinos etanola Yps, o/g © 0,20 0,20 0,21 0,018
Procenat od teor.esadrz. 3551 36.25 37.99 313
etanola, %
Vol. produktivnost , g/I'h’ 1,62 1,64 1,72 0,14
48 h
Koncentracija glukoze,g/l 6,50 561 6,10 134,17
Sadrzaj etanola, % (W/w) 5,76 6,19 591 018
Prinos etanola Yps, /g 0,30 032 031 0,009
Procenat od teor. sadrz. 52.99 56.95 54.37 1,65
etanola, %
Vol. produktivnost , g/l*‘h 1,20 1,29 1,23 0,04

Uslovi procesa kao naslici 5.9.
9 Prinos etanola Ypss je izracunavan prema jednacini (9)

® % od teor. sadrz. etanola je izratunavan prema jednacinama (10) i (11

"'Volumetrijska produktivnost je izratunavan prema jednacini (12)

N
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Slika 5.9. Prinos etanola nakon alkoholne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna sa
razli¢itim vrstama kvasaca. Uslovi procesa: likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6,
t=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w); saharifikacija - t=55 °C, pH=5, t=4 h, ¢ (SAN
Extra 1)=0,12% (v/w), brzina meSanja v=150 rpm; fermentacija - t=30 °C, pH=5, 1=48 h
2% (v/v) inokuluma, pocetna koncentracija glukoze u hidrolizatu 114,71 g/l.

Na osnovu tabele 5.10. i slike 5.9 moze se videti da su najvise vrednosti sadrzaja
etanola, prinosa etanola, procenta od teorijskog sadrzaja etanola 1 volumetrijske
produktivnosti nakon 48 h fermentacije postignute kod kvasca S. cerevisiae var.
ellipsoideus. Kod kvasaca S. cerevisiae i S. carlsbergensis ostvarene su veoma visoke
vrednosti ovih parametara, dok je Schizosaccharomyces pombe pokazao dosta lose
fermentativne karakteristike dajuci veoma niske vrednosti procesnih parametara nakon 24 i
48 h sati fermentacije. Okunowo and Osuntoki [190] su takode postigli najvecu
proizvodnju etanola koriste¢i kvasac S. cerevisiae var. ellipsoideus u fermentaciji vina, u
poredenju sa proizvodnjom etanola postignutom sa S. cerevisiae i S. carlsbergensis.

Medu testiranim vrstama kvasaca, S. cerevisiae var. ellipsoideus je pokazao
najbolje fermentativne karakteristike, pa je koris¢éen u svim daljim ispitivanjima kao

proizvodni mikroorganizam.
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5.2.2. Karakterizacija proizvodnog mikroorganizma Saccharomyces cerevisiae var.

ellipsoideus

U cilju ispitivanja optimalnih uslova vodenja procesa alkoholne fermentacije

neophodno je izvrSiti karakterizaciju kvasca. Ispitana je sposobnost prezivljavanja kvasca

na razli¢itim pH vrednostima podloge, kao 1 uticaj razliCitth koncentracija glukoze 1

etanola na rast kvasca. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Uticaj razli¢itih pH vrednosti 1 koncentracija glukoze i etanola na rast kvasca

pH Glukoza, % Etanol, %

5,25 + 5 + 5 +
4,77 + 10 + 6 +
3,79 + 15 + 7 +
3,00 + 20 + 8 +
2,50 + 25 + 9 +
2,00 - 10 -

15 -

20 -

25 -

Kultura kvasca je zasejavana u dva pasaza u sladnom bujonu, gde je sa (+) oznacen

rast nakon drugog pasaza, a sa (-) izostanak rasta.

Iz tabele 5.11. moze se videti da ¢elije kvasca pokazuju rast u opsegu pH vrednosti

2,50-5,25, dok pri pH vrednosti 2,00 u drugom pasazu nije uocen rast. Striklovanjem

kulture registrovano je prezivljavanje ¢elija, ali ne i njihov rast. Rast ¢elija je dokazan na

podlogama koje su sadrzale glukozu od 5-25% i etanol od 5-9%. Pri vrednostima etanola

ve¢im od 10% dolazi do zaustavljanja rasta celija kvasca. lako pri ovom sadrzaju etanola

nema rasta, ¢elije kvasca su i dalje zive, ali neaktivne, Sto ukazuje na to da se maksimalni

sadrzaj etanola koji se moze posti¢i tokom fermentacije sa ovom vrstom kvasca krece

izmedu 9 1 10%. Koncentracije od 15, 20 i 25% etanola u podlozi dovode do brzog

odumiranja ¢elija kvasca.
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5.2.3. Alkoholna fermentacija sa slobodnim éelijama kvasca S. cerevisiae var.

ellipsoideus

5.2.3.1. Uticaj poletne koncentracije glukoze na tok alkoholne fermentacije hidrolizata

kukuruznog bras$na pri konstantnoj koli¢ini inokuluma

Alkoholna fermentacija zavisi od razli¢itih faktora, kao §to su pocetna koncentracija
glukoze, koli¢ina inokuluma, vreme neophodno da se postigne efikasna fermentacija itd. Prvi
set eksperimenata je voden u cilju odredivanja optimalne pocetne koncentracije glukoze za
proces alkoholne fermentacije. IzvrSeno je ispitivanje promene sadrzaja etanola,
koncentracije glukoze i1 broja ¢elija tokom fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna pri
razlic¢itim pocetnim koncentracijama glukoze: 100, 125, 150 i 175 g/l. Hidrolizati sa
pocetnim koncentracijama glukoze od 100, 125 i 150 g/l dobijeni su razblazivanjem
hidrolizata koncentracije od 175 g/l (koji je dobijen primenom optimalnih koncentracija
enzima Termamyl SC i SAN Extra L) preko prora¢una razblazenja (jednacine (6)-(8)).
Fermentacija je prac¢ena tokom 74 h, a uzorci su analizirani nakon 2, 14, 26, 38, 50, 62 1 74 h.
Koli¢ina inokuluma iznosila je 2% (v/v), Sto odgovara pocetnom broju celija kvasca od
~2-10°> CFU/ml. Dvojno-enzimska hidroliza je izvodena pri optimalnim koncentracijama
enzima Termamyl SC (0,02% v/w) i San Extra L (0,12% v/w) i optimalnom hidromodulu od
1:3 koji su odredeni u prethodnim eksperimentima. Rezultati ispitivanja prikazani su u tabeli
5.12. i naslikama 5.10. i 5.11.
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Slika 5.10. Promena sadrzaja ectanola i koncentracije glukoze tokom fermentacije
hidrolizata kukuruznog brasna pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze. Uslovi
procesa: likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6, 1=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02%
(v/w); saharifikacija - t=55 °C, pH=5, 1=4 h, ¢ (SAN Extra L)=0,12% (v/w), brzina
mesanja v=150 rpm; fermentacija - t=30 °C, pH=5, koli¢ina inokuluma 2% (v/v). Puna
linija — sadrzaj etanola, isprekidana linija — koncentracija glukoze.

Sa slike 5.10. moze se videti da je maksimalan sadrzaj etanola, preko 9% (w/w),
postignut pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l u 50 h fermentacije. Medutim, pri
ovoj pocetnoj koncentraciji glukoze zapazena je inhibicija supstratom na pocetku
alkoholne fermentacije. Poznato je da visoke koncentracije supstrata mogu izazvati
osmotski Sok kod celija kvasca i na taj nacin usporiti prenos mase i toplote. Dalje tokom
fermentacije, tacnije nakon 50 h, doslo je i do inhibicije kvasca proizvodom usled
akumulacije etanola, s obzirom da je maksimalni sadrzaj etanola od 9,22% (w/w) postignut
nakon 50 h, a zatim je smanjen na 7,44% (w/w) nakon 74 h fermentacije. Maksimalna
koncentracija etanola na kraju fermentacije postignuta je pri poc¢etnoj koncentraciji glukoze
od 150 g/l (bez pojave inhibicije supstratom i proizvodom) i iznosila je 8,71% (w/w), dok
Su znatno nize vrednosti sadrzaja etanola dobijene pri pocetnim koncentracijama glukoze
od 100 i 125 g/l. Na slici 5.10. moze se videti da je iskori$¢enje Seera od strane kvasca
skoro zavrSeno ve¢ posle 38 h fermentacije. Medutim, kod pocetne koncentracije glukoze

od 175 g/l potrosnja glukoze tokom fermentacije je najsporija, usled inhibicije supstratom i
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proizvodom. Rezultati potrosnje glukoze su u skladu sa rezultatima proizvodnje etanola
tokom fermentacije, s obzirom na to da kvasac koristi glukozu kao izvor ugljenika.
Thatipamala i saradnici [191] su objavili da je inhibicija supstratom i proizvodom
znacajno uticala na prinos etanola i biomase tokom alkoholne fermentacije. Oni su
zakljuéili da prinos biomase kvasca S. cerevisiae opada od 0,156 do 0,026 kada
koncentracija etanola raste od 0 do 107 g/l. Njihovi rezultati koji se odnose na inhibiciju
supstratom su u skladu sa rezultatima prikazanim na slici 5.10., s obzirom da se inhibicija
supstratom javila pri pocetnoj koncentraciji glukoze visoj od 150 g/1. Sli¢no, u
eksperimentima istraziva¢a Ozmihci and Kargi [192] ispitivana je proizvodnja etanola iz
surutke pri razli¢itim koncentracijama supstrata i biomase. U njithovom radu, koncentracija
nastalog etanola je rasla pri porastu koncentracije supstrata do 156 g/l. Dalje povecanje
koncentracije supstrata iznad 156 g/l rezultovalo je u postepenom opadanju sadrzaja
etanola ukazuju¢i na pojavu inhibicije supstratom. Siqueira i saradnici [193] su takode
objavili da visoke koncentracije supstrata inhibiraju rast kvasca tokom Sarzne proizvodnje
etanola iz sojine melase. Bebi¢ i saradnici [184] su tokom fermentacije hidrolizata
kukuruznog brasna pomocu S. cerevisiae postigli manje prinose etanola nakon 48 h u
poredenju sa rezulatima u ovoj disertaciji (prinos etanola se kretao od 0,32 do 0,41 g/g sa

pocetnim koncentracijama etanola od 85 do 250 g/l).
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Slika 5.11. Promena broja ¢elija kvasca u toku fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna
pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze. Uslovi procesa kao na slici 5.10.
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Sa slike 5.11. se moze videti da celije kvasca najranije ulaze u stacionarnu fazu
rasta, a potom i najbrze odumiru, pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l (usled
inhibicije supstratom i proizvodom). Pri najnizoj pocetnoj koncentraciji glukoze od 100 g/l
¢elije najkasnije ulaze u stacionarnu fazu, oko 50 h fermentacije. Najsporije odumiru ¢elije
kvasca u hidrolizatu sa po¢etnom koncentracijom glukoze od 150 g/l §to ukazuje na to da bi
pri kraju fermentacije upravo ove Celije postigle najvisi prinos etanola. Trend rasta broja
¢elija je u skladu i sa porastom sadrzaja etanola prikazanim na slici 5.10. Na kraju
fermentacije, nakon 74 h, maksimalan broj ¢elija od 1-10® CFU/ml postiZe se pri pocetnoj
koncentraciji glukoze od 150 g/1, Sto predstavlja promenu broja ¢elija od 2,7 logaritamskih
jedinica u odnosu na poc¢etan broj.

Uzimajuéi u obzir ekonomiku samog procesa, pozeljno je da se postigne $to visi
sadrzaj etanola tokom fermentacije kako bi se smanjili troskovi destilacije etanola, a time 1
ukupni troskovi proizvodnje etanola [19]. Troskovi proizvodnje mogu se znac¢ajno smanjiti
i smanjenjem duzine trajanja alkoholne fermentacije. U cilju odredivanja optimalne duZzine
trajanja fermentacije izvrSena je procena osnovnih parametara, kao Sto su sadrzaj etanola,
prinos etanola, procenat od teorijskog sadrzaja etanola, volumetrijska produktivnost i
potro$nja glukoze, nakon 26, 38 i 74 h fermentacije pri pocetnoj koncentraciji glukoze od
150 g/l (tabela 5.12.). Maksimalne vrednosti ovih procesnih parametara postignute su kada
je pocetna koncentracija glukoze iznosila 150 g/l (slika 5.10. i tabela 5.12.). Takode, na
osnovu slike 5.10. moze se videti da se sa poveCanjem pocetne koncentracije glukoze
smanjuje duZina trajanja fermentacije. Uzimajuéi u obzir sve napomenute ¢injenice,
predlaze se smanjenje vremena fermentacije na 38 h i izbor pocetne koncentracija glukoze
od 150 g/l kao optimalne vrednosti. U ovom slucaju postizu se sledece vrednosti
najvaznijih parametara alkoholne fermentacije: sadrzaj etanola od 8,42% (w/w), prinos
etanola od 0,44 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 77,46%, volumetrijska
produktivnost od 2,21 g/I'h i potrosnja glukoze od 99,09% (tabela 5.12.), kao i maksimalan
broj éelija od 2,09-10° CFU/mI.
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5.2.3.2. Uticaj koli¢ine inokuluma na tok alkoholne fermentacije hidrolizata kukuruznog

brasna pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji glukoze

Ovaj set eksperimenata voden je u cilju ispitivanja uticaja pocetne koli¢ine

inokuluma na tok alkoholne fermentacije. Pra¢ena je promena sadrzaja etanola,

koncentracije glukoze i broja ¢elija kvasca tokom 74 h fermentacije sa 5% (v/v) inokuluma

pri optimalnoj poc¢etnoj koncentraciji glukoze od 150 g/l. Rezultati ispitivanja su poredeni

sa rezultatima dobijenim tokom fermentacije sa 2% (v/v) inokuluma i prikazani su u tabeli
5.12 i na slikama 5.12. 1 5.13.

Tabela 5.12. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutih tokom alkoholne
fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna sa razli¢itom pocetnom koli¢inom inokuluma.

Vreme fermentacije, h
Pocetna konc.
) 2 5 2 5 2 5
inokuluma, % (v/v)
Sadrzaj etanola, %
5,28 5,50 8,42 8,58 8,71 8,80
(wiw)
Prinos etanola Yps , g/g 0,28 0,29 0,44 0,45 0,45 0,46
Procenat od teorijskog
48 57 50,60 77,46 78,93 80,13 80,96
sadrzZ. etanola, %
Volumetrijska
2,03 2,11 2,21 2,26 1,18 1,19
produktivnost P, g/I-h
Konc. glukoze, g/ 20,00 12,80 1,36 1,13 0,90 0,78
Potro3nja glukoze, % ° 86,67 91,47 99,09 99,25 99,40 99,48

Uslovi procesa: pH=5, t=30 °C, pocetna konc. glukoze 150 g/1, 2 i 5% (v/v) inokuluma

9 Potrosnja glukoze je izra¢unavana prema jednacini (13)
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Slika 5.12. Promena sadrzaja etanola i koncentracije glukoze u toku alkoholne fermentacije
sa razli¢itim koli¢inama inokuluma. Pocetna koncentracija glukoze je 150 g/l. Uslovi
procesa hidrolize kao na slici 5.10., a procesa fermentacije kao u tabeli 5.12. Puna linija —
sadrzaj etanola, isprekidana linija — koncentracija glukoze.
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Slika 5.13. Promena broja c¢elija kvasca u toku alkoholne fermentacije hidrolizata
kukuruznog brasna sa razli¢itim koli¢inama inokuluma. Po¢etna koncentracija glukoze 150
g/l. Uslovi procesa hidrolize kao na slici 5.10., a procesa fermentacije kao u tabeli 5.12.
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Iz tabele 5.12. i sa slike 5.12. moze se videti da se sa povecanjem koli¢ine
inokuluma sadrZaj etanola znacajno ne povecava tokom fermentacije. U toku prvih 26 h
potros$nja glukoze je veca pri koli¢ini inokuluma od 5% (v/v), a nakon 26 h fermentacije
postignut je isti trend opadanja koncentracije glukoze kod obe pocetne koli¢ine inokuluma.
Na slici 5.13. moZe se uociti da se do 26 h fermentacije sa koli¢inom inokuluma od 2%
(v/v) postize veci porast broja ¢elija nego sa koli¢inom inokuluma od 5% (v/v), dok je
izmedu 26 1 50 h ta razlika zanemarljiva. Nakon 50 h brze odumiru éelije kvasca kod
fermentacije sa 2% (v/v) inokuluma.

Iz prikazanih rezultata jo$ jednom je potvrdeno da je moguce skratiti vreme trajanja
fermentacije na 38 h kada se dobijaju veoma visoke vrednosti svih zna¢ajnih parametara
fermentacije pri koli¢ini inokuluma i od 2 i 5% (v/v). Ukoliko se koristi 5% (v/v)
inokuluma nakon 38 h fermentacije postize se sadrzaj etanola od 8,58% (w/w), prinos
etanola od 0,45 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 78,93%, volumetrijska
produktivnost od 2,26 g/l'h i potrosnja glukoze od 99,25%. Kada se uporede procesni
parametri postignuti tokom fermentacije sa 2 i 5% inokuluma (tabela 5.12.), moze se videti
da nije doslo do znacajnog povecanja njihovih vrednosti, pa samim tim nije potrebno
povecavati koli¢inu inokuluma. Stoga, koli¢ina inokuluma od 2% (v/v) izabrana je kao
optimalna vrednost i kori§¢ena je u narednim eksperimentima.

Narendranath i Power [126] u svom radu nisu postigli znacajne razlike u sadrzaju
etanola tokom fermentacije kukuruznog brasna sa S. cerevisiae pri razli¢itim koli¢inama
inokuluma (1~106, 1-107, 2:107, 3-10" i 4-10° CFU/ml). Fermentacija je izvodena na 30 °C
tokom 72 h, u Sarznom postupku. Sharma i saradnici [70] su izvodili konverziju
lignoceluloznih ljuski suncokreta do etanola pomocu S. cerevisiae var. ellipsoideus. Oni su
zakljucili da sa povecanjem koli¢ine inokuluma sa 3 na 6% (v/v) dolazi ¢ak do smanjenja
prinosa etanola i efikasnosti fermentacije. U njihovom radu maksimalni prinos etanola od
0,453 g/g je ostvaren nakon 24 h fermentacije sa koli¢inom inokuluma od 3% (v/v), §to je
slicno maksimalnom prinosu etanola dobijenom u ovom radu od 0,46 g/g (tabela 5.12.).
Medutim, neophodno je naglasiti da su Sharma i saradnici [70] koristili drugaciju sirovinu

nego u ovoj disertaciji, odnosno lignoceluloznu sirovinu.
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5.2.3.3. Uticaj dodatka razli¢itin aktivatora (mineralnih soli i vitamina) na tok alkoholne
fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna pri optimalnim vrednostima pocetne

koncentracije glukoze i kolic¢ine inokuluma

Mineralne soli i vitamini su neophodni za odvijanje biohemijskih reakcija u ¢eliji,
odnosno ucestvuju u metabolizmu kvasca kao aktivatori enzima ili ulaze u sastav pojedinih
strukturnih delova celije. Dodatak mineralnih soli i vitamina pozitivno uti¢e na rast i
viabilnost ¢elija kvasca, kao i na povecanje efikasnosti alkoholne fermentacije. Ovaj set
eksperimenata voden je u cilju ispitivanja poboljSanja proizvodnje etanola i rasta kvasca
dodatkom razli¢itih aktivatora kvasca (mineralnih soli i vitamina) u hidrolizat kukuruznog
bra$na. Fermentacija je izvodena pri optimalnim vrednostima pocetne koncentracije
glukoze od 150 g/l i koli¢ine inokuluma od 2% (v/v) (poéetan broj ¢elija ~2-10° CFU/mI).
Kori$¢eni su slede¢i aktivatori kvasca: inozitol (1 g/l), tiamin (5 mg/1), piridoksin (5 mg/l),
Ca-pantotenat (2 g/l), MgSO,7H,O (2 g/l §to odgovara koncentraciji Mg?* jona od 10
mM), ZnSO,-7H,0 (0,3 g/l $to odgovara koncentraciji Zn®* jona od 1 mM), odvojeno ili u
smesi. Istovremeno je izvodena fermentacija hidrolizata bez dodatka aktivatora (kontrolni
uzorak) pod istim eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se izvrSi poredenje
rezultata. S obzirom da se prilikom svakog izvodenja alkoholne fermentacije obavezno
dodaju soli: 0,4 g/l MgSO47H,0, 2 g/l (NH4)SO4 i 4 g/l KH,PO, (poglavlje 4.2.6.),
neophodno je naglasiti da je koncentracija jona Mg?* pre dodatnog obogaéivanja
hidrolizata iznosila 1,5 mM. Ispitivanje obogac¢ivanja hidrolizata razli¢itim aktivatorima
vrSeno je prema slede¢im kombinacijama vrsta 1 koncentracija dodatih aktivatora

prikazanim u tabeli 5.13.

Tabela 5.13. Kombinacije vrsta i koncentracija dodatih aktivatora kvasca

Kombinacija Vrsta i koncentracija aktivatora
I inozitol (1 g/l)

] tiamin (5 mg/l) + piridoksin (5 mg/l)

Il Ca-pantotenat (2 g/l)

W MgSO4-7H,0 (2 g/l) + ZnSO47H,0 (0,3 g/l)

\/ Ca-pantotenat (2 g/1)+MgSO4-7H,0 (2 g/1)+ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l)
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Sadrzaj etanola i broj ¢elija kvasca postignuti nakon 48 h alkoholne fermentacije
hidrolizata sa dodatkom razliCitih aktivatora, uporedeni su sa kontrolnim uzorkom (bez

aktivatora), i prikazani su na slikama 5.14. i 5.15.

T 12,27%

Sadrzaj etanola, % (w/w)

kontrola | Il 1l \Y] \/

Slika 5.14. Uticaj razli¢itih aktivatora na sadrzaj etanola nakon 48 h fermentacije
hidrolizata kukuruznog brasna. Uslovi procesa: parametri dvojno-enzimske hidrolize kao
na slici 5.10.; fermentacija - t=30 °C, pH=5, pocetna koncentracija glukoze 150 g/I,
koli¢ina inokuluma 2% (v/v). Vrsta i koncentracija primenjenih aktivatora odgovara
kombinacijama prikazanim u tabeli 5.13. Brojevi iznad stubova predstavljaju procenat
uvecanja sadrZaja etanola u odnosu na kontrolni uzorak.

Na slici 5.14. se moze videti da se maksimalni porast sadrzaja etanola od 12,27% u
odnosu na kontrolni uzorak postize pri dodatku slede¢ih aktivatora: Ca-pantotenat,
MgSQO,-7H,0 i ZnS0O,4-7H,0 (kombinacija V). U ovom slucaju postize se sadrzaj etanola
od 9,54% (w/w). Sadrzaj etanola u kontrolnom uzorku iznosio je 8,50% (w/w). Znacajni
porast sadrZzaja etanola (7,30% u odnosu na kontrolni uzorak) postize se i pri dodatku
inozitola (kombinacija 1) kada je dostignut sadrzaj etanola od 9,12% (w/w). Najmanji
porast sadrzaja etanola (2,23% u odnosu na kontrolni uzorak) postize se koris¢enjem
tiamina i piridoksina (kombinacija 1) kao aktivatora. U tom slu¢aju sadrzaj etanola nakon

zavrSene fermentacije iznosio je 8,69% (w/w).
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Slika 5.15. Uticaj razlic¢itih aktivatora na broj celija kvasca nakon 48 h alkoholne
fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna. Uslovi procesa su kao na slici 5.14. Vrsta i
koncentracija primenjenih aktivatora odgovara kombinacijama prikazanim u tabeli 5.13.

Ispitivanjem uticaja dodatih aktivatora na rast kvasca (slika 5.15.) moze se uociti da
je uuzorcima sa dodatkom inozitola (kombinacija I) i smese Ca-pantotenata, MgSO,-7H,0
I ZnSO47H,0 (kombinacija V) doslo do veoma malog porasta broja celija kvasca u
odnosu na kontrolu, i to za 0,1 i 0,12 logaritamskih jedinica, respektivno. Maksimalni
porast broja Celija kvasca (za 0,37 logaritamskih jedinica u odnosu na kontrolni uzorak)
postignut je pri dodatku tiamina i piridoksina (kombinacija 11) kao aktivatora. U ovom
sluaju, broj ¢elija kvasca nakon 48 h fermentacije je iznosio 5,89-10° CFU/mI, dok je u
kontrolnom uzorku broj éelija 2,51-10® CFU/m.

Prema rezultatima prikazanim na slikama 5.14. i 5.15., dodatak kombinacije
mineralnih soli i vitamina (Ca-pantotenat, MgSO,4-7H,O i ZnSO,47H,0) doprineo je
postizanju maksimalnog porasta sadrzaja etanola i veoma malom porastu broja celija
kvasca, jer je potroSnja supstrata usmerena viSe ka produkciji etanola nego ka stvaranju
biomase. Nasuprot tome, dodatkom tiamina i piridoksina kao aktivatora postignut je
maksimalni porast broja celija i najmanji porast sadrzaja etanola. Prema tome, kao

najpogodniji  aktivatori izabrani su Ca-pantotenat, MgSO47H,O i ZnSO47H,0
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(kombinacija V), odnosno smeSa mineralnih soli i1 vitamina, s obzirom da je u tom slucaju
dostignut najveci porast sadrzaja etanola u odnosu na kontrolni uzorak. Naime, u toku
proizvodnje etanola neophodno je da se postigne $to visi sadrzaj etanola tokom
fermentacije kako bi se smanjili troskovi destilacije etanola, a sSamim tim i ukupni troskovi
proizvodnje etanola.

Joni metala koji su prisutni u fermentacionom medijumu imaju znacajan uticaj na
proizvodnju etanola 1 fiziologiju ¢elija kvasca. Joni magnezijuma direktno uti¢u na brzinu
rasta kvasca, potro$nju Secera i proizvodnju etanola [194]. Uticaj magnezijuma na
proizvodnju etanola pomocu S. cerevisiae je ispitivan od strane nekoliko autora. Dombek i
Ingram [195] su objavili da je dodavanje 0,5 mM magnezijuma produZzilo eksponencijalnu
fazu rasta kvasca, povecalo stvaranje biomase i smanjilo opadanje brzine alkoholne
fermentacije. Birch i Walker [120] su u svom radu pokazali da visoke koncentracije
magnezijuma u medijumu (iznad 50 mM) doprinose poboljSanju prezivljavanja celija
kvasca u uslovima visokih koncentracija etanola, odnosno generalno imaju zastitnu ulogu
kod celija kvasca izlozenih stresu. Cink je takode veoma vazan metal za fermentativni
metabolizam kvasca. Ovaj metal utiCe na povecanje brzine fermentacije, s obzirom da je
neophodan za aktivnost enzima alkoholdehidrogenaze i stimuliSe potro$nju maltoze i
maltotrioze u celijama kvasca [196]. Fermentacija se znacajno usporava padom
koncentracije cinka ispod 0,1 mg/l [112].

Alfenore i saradnici [115] su izvodili alkoholnu fermentaciju dolivnim postupkom,
na sintetickom medijumu pomocu kvasca S. cerevisiae. Koriste¢i razli¢ite koli¢ine
vitamina (biotin, pantotensku kiselinu, nikotinsku kiselinu, inozitol, tiamin, piridoksin,
para-aminobenzoevu kiselinu) i eksponencijalnu strategiju dodavanja aktivatora postigli su
znacajno povecanje prinosa etanola. Kao i kod rezultata prikazanih na slikama 5.14. i
5.15., i u njihovom radu je zapazen isti odnos izmedu rasta kvasca i proizvodnje etanola,
odnosno sposobnost ¢elija kvasca kod kojih nije zapazen znacajan rast da odrze povecanu
proizvodnju etanola (ovaj fenomen je zapazen pri visokim koncentracijama etanola).
Kotarska i saradnici [116] su ispitivali uticaj dodatka razli¢itih aktivatora na alkoholnu
fermentaciju pirin¢ane kase. Dodatkom MgSO,4-7H,0 (2 g/l), biotina (0,001 g/l) i biotina
sa tiaminom (0,1 g/l) nije postignuto znacajno poboljSanje alkoholne fermentacije.
Najbolje rezultate postigli su primenom slede¢ih aktivatora: mineralnih soli ((NH4).SO, 1
g/l, KH,PO,4 1 g/l, MgSO4-7H,0 2 g/1), sojinog brasna (2 g/1) i sojinog ulja (3,4 mi/l).
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Vrednosti znaCajnih procesnih parametara postignutih nakon 48 h alkoholne
fermentacije hidrolizata sa dodatkom Ca-pantotenata, MgSO,7H,O i ZnSQO47H,0
(kombinacija V) kao najpogodnijih aktivatora, uporedeni su sa kontrolnim uzorkom i

prikazani su u tabeli 5.14.

Tabela 5.14. Uticaj dodatka mineralnih soli i vitamina na vrednosti znac¢ajnih procesnih
parametara postignutim nakon 48 h alkoholne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna

Ca-pantotenat (2 g/l) +
Kontrola (bez
Parametar ) MgSO47H,0 (2 g/l) +
aktivatora)

ZnSO47H,0 (0,3 g/l)
Sadrzaj etanola, % (w/w) 8,50 9,54
Prinos etanola Ypss, g/g 0,44 0,50
Procenat od teorijskog 78.20 87.76

sadrzZ. etanola, %

Vol. produktivnost P, g/I-h 1,77 1,99
Koncentracija glukoze, g/l 1,20 0,10
Potrosnja glukoze, % 99,20 99,93

Uslovi procesa su kao na slici 5.14. Vrsta i koncentracija primenjenih aktivatora odgovara
kombinaciji V prikazanoj u tabeli 5.13.

U tabeli 5.14. moze se uociti da je dodatak Ca-pantotenata, MgSO,4-7H,0 i
ZnSO47H,0, pored porasta sadrzaja etanola, doprineo i znacajnom porastu vrednosti
ostalih procesnih parametara u odnosu na kontrolni uzorak.

Nakon utvrdivanja da je smeSa Ca-pantotenata, MgSO,7H,O i ZnSO,7H,0
najpogodnija kombinacija primenjenih aktivatora, pra¢ena je Kinetika alkoholne
fermentacije hidrolizata obogaéenog sa dodatkom istih. Sadrzaj etanola i koncentracija
glukoze odredivani su nakon 2, 14, 20, 26, 38 i 48 h fermentacije, a broj ¢elija kvasca je
odredivan nakon 20 i 48 h fermentacije. Proizvodnja etanola i potrosnja glukoze tokom 48 h
alkoholne fermentacije hidrolizata sa i bez dodatka aktivatora (kombinacije aktivatora V)
prikazani su na slici 5.16. Broj ¢elija kvasca nakon 20 i 48 h fermentacije sa i bez dodatka
aktivatora (kombinacije aktivatora V) prikazan je u tabeli 5.15.
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Slika 5.16. Kinetika proizvodnje etanola i potros$nje glukoze tokom alkoholne fermentacije
hidrolizata kukuruznog brasna sa i bez dodatka aktivatora. Uslovi procesa i koris¢eni
aktivatori su kao u tabeli 5.14. Puna linija - sa dodatkom aktivatora, isprekidna linija —
kontrola (bez dodatka aktivatora)

Tabela 5.15. Promena broja celija kvasca tokom alkoholne fermentacije hidrolizata
kukuruznog brasna sa i bez dodatka aktivatora

Vreme Broj ¢elija, CFU-10%/ml log (br. ¢elija, CFU/ml)
fermentacije, h Kontrola Uzorak Kontrola Uzorak
0 0,2 0,2 5,3 5,3
20 79,4 85,1 7,90 7,93
48 251 331 8,40 8,52

Uslovi procesa i koris¢eni aktivatori su kao u tabeli 5.14.

Poredenjem kinetike prozvodnje etanola tokom fermentacije hidrolizata
obogacenog aktivatorima i kontrolnog uzorka (slika 5.16.) moze se videti da je dodatak
smese vitamina i mineralnih soli znac¢ajno doprineo povecanju proizvodnje etanola, i to ve¢

nakon 4 h fermentacije. U uzorku sa dodatim aktivatorima moze se uo€iti nagli porast
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sadrzaja etanola u periodu izmedu 14 i 26 h fermentacije, a u skladu sa tim doslo je 1 do
naglog pada koncentracije glukoze u istom periodu. U 26 h fermentacije postize veoma
visoka vrednost sadrzaja etanola od 9,23% (w/w), a zatim blagi porast u 38 h fermentacije
kada se dostize maksimalni sadrzaj etanola od 9,67% (w/w). Nakon toga se dolazi do pada
sadrzaja etanola (krajnji sadrzaj etanola iznosi 9,54% w/w) usled neznatne inhibicije
kvasca proizvodom. U kontrolnom uzorku se nije javila inhibicija proizvodom. Na slici
5.16. se takode moZe videti da je glukoza skoro potpuno iskoriS¢ena ve¢ nakon 38 h
fermentacije kada se 1 dostize maksimalni sadrZaj etanola.

Kao $§to je ranije prikazano (poglavlje 5.2.3.1.), u kontrolnom uzorku uspesno se
moze skratiti vreme fermentacije na 38 h (kada je dostignut sadrzaj etanola od 8,42%
w/w). Takode, 1 u slucaju obogacivanja hidrolizata smeSom mineralnih soli i vitamina
ekonomika fermentacije hidrolizata se moze poboljsati skraenjem vremena fermentacije
na 38 h kada se postizu vrlo visoke vrednosti svih procesnih parametara: sadrzaj etanola od
9,67% (w/w), prinos etanola od 0,50 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od
88,96%, volumetrijska produktivnost od 2,54 g/I-h i1 potrosnja glukoze od 93,69%.

U tabeli 5.15. se moze videti da se dodatkom ove kombinacije aktivatora ne postize
znacajna razlika u broju ¢elija u poredenju sa kontrolnim uzorkom (kao $to se moze videti 1
naslici 5.15.) i u 20 i 48 h fermentacije.

lako se dodatkom mineralnih soli i vitamina postizu znaCajna poboljSanja
proizvodnje etanola, znacajan faktor upotrebe ovih aktivatora je i njihova visoka cena.
Zbog toga se Cesto u industrijskoj praksi pribegava jeftinijim reSenjima, kao $to je upotreba
nus proizvoda raznih tehnologija. U tu svrhu moze se koristiti npr. CSL (corn steep liquor),
voda zaostala nakon mocenja kukuruza, koji se zbog svoje dostupnosti i niske cene moze
uspesno koristiti u nasoj zemlji, kao $to su svom radu prikazali Bebi¢ i saradnici [184].
Kao aktivatori takode se mogu koristiti i sojino brasno, sojino ulje, autolizat kvasca,

ekstrakt kvasca i sl. [116].
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5.2.3.4. Proizvodnja etanola u postupku simultane saharifikacije i fermentacije (SSF)

kukuruznog brasna

U ovim eksperimentima je ispitana mogucnost poboljSanja produktivnosti
proizvodnje etanola koristeci postupak simultane saharifikacije 1 fermentacije (SSF proces).
Primenom ovog procesa smanjuju se ukupni troSkovi procesa, postize se veca efikasnost
proizvodnje i veéi prinos etanola [159]. U narednim eksperimentima ispitivana je
optimalna temperatura izvodenja SSF procesa i njen uticaj na rast kvasca i proizvodnju
etanola. Takode je i ispitivano dodavanje vitamina i mineralnih soli kao aktivatora kvasca

radi povecanja prinosa etanola u SSF procesu.
5.2.3.4.1. Uticaj temperature na tok SSF procesa

Temperatura rasta i razmnozavanja kvasaca iz roda Saccharomyces koji se koriste u
proizvodnji etanola je u opsegu 30-35 °C, §to se razlikuje od temperature na kojoj se izvodi
faza saharifikacije pomocu glukoamilaza (55-60 °C). Zdruzivanjem faze saharifikacije i
fermentacije potrebno je obezbediti uslove koji bi bili optimalni i za enzim i za kvasac.
Ovaj set eksperimenata voden je u cilju odredivanja optimalne temperature za izvodenje
SSF procesa. U tu svrhu ispitivane su tri radne temperature: 30, 37 i 42 °C. Sadrzaj etanola,
koncentracija glukoze 1 broj ¢elija mereni su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 1 48 h SSF procesa.
Koris¢ene su optimalne koncentracije enzima Termamyl SC (0,02% v/w) i SAN Extra L
(0,12% v/w), kao i optimalna koli¢ina inokuluma od 2% (v/v), odredeni u prethodnim
eksperimentima. Koncentracija glukoze na pocetku SSF procesa (nakon likvefakcije)
iznosila je ~100 g/1. Po&etan broj éelija kvasca je iznosio ~2:10° CFU/ml. Promena sadrzaja

etanola i koncentracije glukoze u toku 48 h SSF procesa prikazana je na slici 5.17.
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Slika 5.17. Promena sadrzaja ctanola i koncentracije glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog braSna pri razli¢itim temperaturama. Uslovi procesa: likvefakcija - hidromodul
1:3, t=85 °C, pH=6, 1=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w), brz. meSanja v=150 rpm; SSF
proces - pH=5, =48 h, brz. mesanja v=100 rpm, ¢ (SAN Extra L)=0,12% (v/w), koli¢ina
inokuluma 2% (v/v). Puna linija — sadrzaj etanola, isprekidana linija — koncentracija
glukoze.

Na slici 5.17. se moze videti da se maksimalni sadrzaj etanola od 8,83% (w/w)
postize na temperaturi 0d 30 °C nakon 48 h SSF procesa. Trend porasta sadrzaja etanola je
bio slican do 20 h SSF procesa na temperaturama 30 1 37 °C. Medutim, nakon 20 h znatno
viSe vrednosti sadrzaja etanola u SSF procesu su dostignute na 30 °C. Na temperaturi od 37
°C maksimalni sadrzaj etanola je iznosio 7,92% (w/w) posle 48 h. Takode je i ispitivano
izvodenje SSF procesa na 42 °C, s obzirom da je optimalna temperatura dejstva
glukoamilaze u opsegu 55-60 °C. Medutim, kao §to je prikazano na slici 5.17., na ovoj
temperaturi postignute su veoma niske vrednosti sadrzaja etanola (0,098-0,99% wi/w).
Prema tome, za izvodenje SSF procesa pozeljne su nize temperature kako bi se povecala
metabolicka aktivnost kvasca $to rezultuje u efikasnijoj fermentaciji.

Sree i saradnici [197] su predlozili upotrebu termotolerantnih kvasaca kako bi se
uspesno izvodila fermentacija i na 42 °C sa pove¢anim prinosom etanola. Kadar i saradnici

[198] su ispitivali SSF proces sa S. cerevisiae, ali na razli¢itim lignoceluloznim
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materijalima (papir, karton i ¢isti celulozni prasak). Prema dobijenim vrednostima sadrzaja
etanola, prinosa etanola i konverzije celuloze nakon 72 h, oni su utvrdili da se S. cerevisiae
moze koristiti ¢ak i na 40 °C u SSF procesu. Nasuprot tome, Phisalaphong i saradnici [199]
su u svom radu prikazali da koncentracija i prinos etanola opadaju sa porastom
temperature. Oni su Koristili melasu Secerne trske kao izvor ugljenika za S. cerevisiae i
izvodili eksperimente u Sarznom postupku na temperaturama od 30 do 42 °C. Zakljucili su
da koncentracija etanola neznatno raste sa porastom temperature od 30 do 33 °C, ali veoma
brzo opada na temperaturama iznad 35 °C, §to je slicno sa rezultatima prikazanim na slici
5.17. McMeckin i saradnici [200] su objavili da su negativni efekti visokih temperatura
upravo denaturacija ribozoma 1 enzima, kao 1 problemi vezani za fluidnost celijske
membrane. Negativni uticaji visokih temperatura su takode ispitivani u radu Banat-a i
saradnika [109]. Oni su pokazali da visoke temperature izazivaju povecanje fluidnosti
membrane i da kvasci odgovaraju na ovu fizicku promenu tako $to se menja sastav masnih
kiselina. Takode su utvrdili da toplota i visoke koncentracije etanola mogu izazvati
promene u membrani, denaturaciju proteina, inhibiciju glukoze i pojavu mutacija kod
kvasca.

Kao $to je prikazano na slici 5.17., vrednosti koncentracije glukoze su bile najvise
na temperaturi od 42 °C a najnize na 30 °C. Ovi rezultati su u skladu sa prikazanom
promenom sadrzaja etanola tokom SSF procesa s obzirom da kvasci koriste glukozu kao
izvor ugljenika u proizvodnji etanola. Takode je zapazeno povecanje koncentracija glukoze
na pocetku SSF procesa (u prvih 8 h) na 30 1 37 °C, ukazuju¢i na to da je brzina hidrolize
skroba bila veca od brzine potro$nje glukoze od strane ¢elija kvasca. U skladu sa ovim,
nije uo¢ena ni znacajna proizvodnja etanola na pocetku SSF procesa. Nakon 8 h procesa na
301 37 °C, vrednosti koncentracije glukoze su opadale i dostigle krajnje vrednosti od 1,22 i
30,32 g/l, respektivno. Na temperaturi od 30 °C glukoza je skoro potpuno utrosena §to
ukazuje na kraj fermentacije. Medutim, za izvodenje SSF procesa na vi$oj temperaturi od
37 °C potrebno je duZe vreme kako bi se utroSio sav dostupan Secer. Tokom izvodenja
procesa na 42 °C koncentracija glukoze je rasla tokom SSF procesa, bez pojave potrosnje
glukoze s obzirom da je visoka temperatura negativno uticala na kvasac. U ovom slucaju,
nakon 8 h koncentracija glukoze je bila skoro konstantna (~177 g/l).

U radu Montesinos-a i Navarro-a [186] takode je uoCen porast koncentracije

glukoze na pocetku SSF procesa pSeni¢nog brasna sa S. cerevisiae na 35 °C. Ovaj fenomen
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je zapazen i U radu Zhu i saradnika [62] tokom prvih 12 h SSF procesa pirin¢ane slame
koja je izlozena predtretmanu mikrotalasima i alkalijama. Proces je izvoden sa S.
cerevisiae, ali na prili¢no visokoj temperaturi od 40 °C. Ohgren i saradnici [64] su postigli
povecéanje koncentracije glukoze tokom prvih 10 h SSF procesa kukuruza na 30 °C pomocéu
S. cerevisiae. Ovu pojavu su objasnili kao rezultat velikog viskoziteta i neefikasnog
mesanja.

Promena broja ¢elija kvasca tokom SSF procesa kukuruznog brasna pri razli¢itim

temperaturama prikazana je na slici 5.18.

log (br. celija, CFU/mI)

454

Vreme, h

Slika 5.18. Promena broja celija kvasca u toku SSF procesa kukuruznog brasna pri
razli¢itim temperaturama. Uslovi procesa su isti kao na slici 5.17.

Na slici 5.18. se moze videti da je maksimalan broj ¢elija od 5,13-10" CFU/ml, kao
i visok sadrzaj etanola, postignut na temperaturi od 30 °C nakon 32 h SSF procesa (slike
5.17. 1 5.18.), kada je ostvaren porast broja ¢elija za 2,31 logaritamsku jedinicu u odnosu
na pocetan broj. Na radnim temperaturama od 30 i 37 °C nije uofena faza odumiranja
¢elija kvasca, zbog toga Sto je simultanom saharifikacijom i fermentacijom obezbedeno
dovoljno Secera za ishranu ¢elija kvasca tokom 48 h. Poredeci ove rezultate sa rezultatima
na slici 5.11., moze se videti da je faza odumiranja celija kod procesa odvojene

saharifikacije 1 fermentacije (SHF) pocela ranije, nakon 38 h procesa (na 30 °C). Na slici
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5.18. takode se moze videti da je na temperaturi od 42 °C postignut veoma mali broj ¢elija
kvasca, $to ukazuje na inhibitorno dejstvo visoke temperature i visoke koncentracije
glukoze na ¢elijski rast. U ovom slucaju zapazena je veoma kratka eksponencijalna faza, a
odumiranje ¢elija je otpocelo ve¢ nakon 8 h SSF procesa.

Phisalaphong i saradnici [199] tvrde da visoke temperature uticu na promenu
aktivnog transporta rastvornih jedinjenja 1 rastvaraca u ¢eliji kvasca, 1 na taj na¢in uzrokuju
akumulaciju toksi¢nih materija unutar celije ukljucujuéi i etanol. Oni su objavili da rast
¢elija kvasca znacajno opada na temperaturama iznad 35 °C. Smanjenje viabilnosti ¢elija
kvasca, ispitivano u radu Torija i saradnika [201], takode se smatra da je uzrokovano
pove¢anom akumulacijom intracelularnog etanola na visokim temperaturama. Lucero 1
saradnici [202] su objavili da toksi¢ne koncentracije intracelularnog etanola uti¢u na
strukturu ¢elijske membrane uzrokujuéi opadanje njene funkcionalnosti.

Kako bi se izvrsila procena optimalne duzine trajanja SSF procesa izraunate su
vrednosti procesnih parametara dobijenih nakon 32 i 48 h SSF procesa na temperaturama
od 30 i 37 °C, i prikazane su u tabeli 5.16. Veoma niske vrednosti ovih procesnih
parametara dobijene tokom SSF procesa na temperaturi od 42 °C nisu prikazane u tabeli
5.16. s obzirom da se smatraju zanemarljivim.

U tabeli 5.16. se moze videti da su znatno vise vrednosti procesnih parametara
postignute u SSF procesu na 30 °C, nego na 37 °C. Vrednosti sadrzaja etanola i procenta od
teorijskog sadrzaja etanola nakon 32 i 48 h SSF procesa na 30 °C su bile veoma bliske, a
prinosi etanola skoro isti (0,45 i 0,46, respektivno). Medutim, vrednost volumetrijske
produktivnosti na 30 °C nakon 32 h procesa (2,72 g/I'h) je bila znatno viSa nego nakon 48 h
(1,84 g/1'h). Kao sto je prikazano na slici 5.17., duzina trajanja SSF procesa opada na nizim
temperaturama. Na osnovu svega navedenog, uspesno se moze skratiti vreme trajanja SSF
procesa na 32 h, sto bi znacajno umanjilo ukupne troskove proizvodnje etanola. Takode, na
osnovu rezultata prikazanih na slikama 5.17. i 5.18. i u tabeli 5.16. izabrana je optimalna
temperatura SSF procesa od 30 °C. U ovom sluéaju, postignute su slede¢e vrednosti
procesnih parametara: sadrzaj etanola od 8,70% (w/w), procenat od teorijskog sadrzaja
etanola od 80,04%, prinos etanola od 0,45 g/g, volumetrijska produktivnost od 2,72 g/l'h i
potros$nja glukoze od 78,75% (tabela 5.16.). Potrebno je naglasiti, da izvodenjem SSF
procesa na optimalnoj temperaturi od 30 °C postizu se znaCajne uStede energije u

poredenju sa procesom odvojene saharifikacije 1 fermentacije (SHF). Naime, temperatura
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od 30 °C je znatno niza od optimalne temperature za dejstvo glukoamilaze (55 °C) u fazi
saharifikacije, a pritom se postizu zadovoljavaju¢e vrednosti svih procesnih parametara.
Takode, zdruzivanjem faza saharifikacije i fermentacije skracuje se ukupno vreme procesa

za 4 h, koliko iznosi vreme potrebno za izvodenje saharifikacije.

Tabela 5.16. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutih tokom SSF procesa
kukuruznog brasna

Temperatura, °C 30 37
Vreme SSF procesa, h 32 48 32 48
Sadrzaj etanola, % (W/w) 8,70 8,83 | 7,26 7,92

Procenat od teorijskog sadrz.
80,04 81,23 | 66,79 72,86

etanola, %
Prinos etanola Ypss, 9/g 0,45 0,46 | 0,38 0,41
Vol. produktivnost P, g/I'-h 2,12 1,84 | 2,27 1,65
Potrosnja glukoze, % 78,75 98,84 | 51,54 73,46

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.17.

Phisalaphong i saradnici [199] ispitivali su uticaj razli¢itih temperatura na tok SSF
procesa melase Secerne trske, i postigli su prinose etanola od 0,22 do 0,51 u zavisnosti od
temperature 1 pocetne koncentracije Secera. Maksimalan sadrZaj etanola u njihovoj studiji
ostvaren je posle 35 h na 30 °C, dok je najniza vrednost prinosa etanola dobijena na
temperaturi od 42 °C, §to je sli¢no rezultatima prikazanim na slici 5.17. 1 u tabeli 5.15. Zhu
i saradnici [62] su ispitivali SSF proces pirinane slame (tretirane mikrotalasima i
alkalijama) tokom 72 h koristeci kvasac S. cerevisiae. Oni su postigli koncentraciju etanola
od 25,8 g/l i prinos etanola od 0,575 pri optimalnoj temperaturi od 40 °C, $to je znatno visa
temperatura od optimalne temperature izabrane u ovom radu. Suprotno od pomenutih
autora, Montesinos and Navaro [186] su koristili skrobnu sirovinu (p$eni¢no brasno) u SSF
procesu pomocu S. cerevisiae. Pri optimalnim vrednostima parametara: koncentracija
enzima od 270 AGU/Kkg skroba, vreme trajanja SSF procesa od 36 h i temperatura od 35
°C, dobijena je koncentracija etanola od 69 g/l i slican prinos etanola kao u ovom radu od

0,46 g/g. Vrednost optimalne temperature (35 °C) u njihovoj studiji bila je nesto visa nego
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u ovom radu, verovatno jer su Kkoristili vrste kvasca koje su tolerantnije na visoke

temperature.

5.2.3.4.2. Uticaj dodatka razlicitih aktivatora (mineralnih soli i vitamina) na tok SSF

procesa

Ovaj set eksperimenata je voden u cilju ispitivanja poboljSanja proizvodnje etanola
I rasta kvasca tokom SSF procesa dodatkom razlicitih aktivatora (mineralnih soli i
vitamina). Koris¢ene su optimalne koncentracije enzima Termamyl SC (0,02% v/w) i SAN
Extra L (0,12% v/w), optimalna koli¢ina inokuluma od 2% (v/v) i optimalna temperatura
procesa od 30 °C, odredeni u prethodnim eksperimentima. Koncentracija glukoze na
pocetku SSF procesa (nakon likvefakcije) iznosila je ~100 g/l. PoCetan broj ¢elija kvasca je
iznosio ~2-10° CFU/ml. Dodavani su sledeéi aktivatori kvasca: MgSO,47H,0 (2 @/l §to
odgovara koncentraciji Mg?* jona od 10 mM), ZnSO,7H,O (0,3 g/l §to odgovara
koncentraciji Zn** jona od 1 mM), Ca-pantotenat (30 mg/l), inozitol (350 mg/l) i biotin (64
ug/l), i to na slede¢i na¢in — samo mineralne soli, samo vitamini i smeSa mineralnih soli i
vitamina. Tiamin i piridoksin nisu kori§¢eni s obzirom da njihovim dodatkom u hidrolizat
nije postignut znacajni porast sadrzaja etanola u prethodnom eksperimentu (slika 5.14.).
Istovremeno je izvoden SSF proces bez dodatka aktivatora (kontrolni uzorak) pod istim
eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se izvrsi poredenje rezultata. S obzirom da
se prilikom svakog izvodenja alkoholne fermentacije obavezno dodaju soli: 0,4 g/l
MgSQ,-7H,0, 2 g/l (NH;)SO4 i 4 g/l KH,PO, (poglavlje 4.2.6.), neophodno je naglasiti da
je koncentracija jona Mg?* pre dodatnog obogacivanja hidrolizata iznosila 1,5 mM.

Sadrzaj etanola i broj ¢elija kvasca postignuti nakon 48 h SSF procesa sa dodatkom
samo mineralnih soli, samo vitamina i smeSe mineralnih soli i vitamina, uporedeni su sa

kontrolnim uzorkom (bez aktivatora), i prikazani su na slikama 5.19. i 5.20.
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Slika 5.19. Uticaj dodatka mineralnih soli, vitamina i smeSe mineralnih soli i vitamina na
sadrzaj etanola nakon 48 h SSF procesa kukuruznog brasna. Uslovi procesa: isti kao na
slici 5.17. osim §to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori: ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l),
MgSQO,-7H,0 (2 g/l), Ca-pantotenat (30 mg/1), biotin (64 ug/1), inozitol (350 mg/l). Brojevi
iznad stubova predstavljaju procenat uvecanja sadrzaja etanola u odnosu na kontrolni
uzorak.

Na slici 5.19. se moze videti da se maksimalni porast sadrzaja etanola (3,35% u
odnosu na kontrolni uzorak) nakon 48 h SSF procesa postize pri dodatku samo mineralnih
soli. U ovom slucaju postize se sadrzaj etanola od 9,13% (w/w). Sadrzaj etanola u
kontrolnom uzorku iznosio je 8,83% (w/w). Veoma mali porast sadrzaja etanola u odnosu
na kontrolni uzorak postignut je pri dodatku samo vitamina i smeSe vitamina i mineralnih

soli i iznosio je 1,40 i 1,35%, respektivno.
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Slika 5.20. Uticaj dodatka mineralnih soli, vitamina i smeSe mineralnih soli i vitamina na
broj ¢elija kvasca nakon 48 h SSF procesa kukuruznog brasna. Uslovi procesa: isti kao na
slici 5.17. osim $to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori su isti kao na slici 5.19.

Na slici 5.20. se moze videti da je na rast kvasca najvise uticao dodatak vitamina, s
obzirom da je u tom slucaju broj ¢elija povec¢an u odnosu na kontrolni uzorak za 0,72
logaritamske jedinice nakon 48 h SSF procesa. U ovom slucaju, broj ¢elija kvasca iznosio
je 2,34-108 CFU/mI. Dodatak mineralnih soli i smeSe mineralnih soli i vitamina promenio
broj ¢elija kvasca veoma malo, za 0,01 1 0,03 logaritamske jedinice u odnosu na kontrolni
uzorak, respektivno, §to se smatra zanemarljivim.

Prema rezultatima prikazanim na slikama 5.19. i 5.20., dodatak samo mineralnih
soli doprineo je postizanju maksimalnog porasta sadrzaja etanola i veoma malom porastu
broja ¢elija kvasca u odnosu na kontrolni uzorak. Ovaj fenomen, da odredeni aktivatori
usmeravaju metabolizam kvasca ka vecoj proizvodnji etanola, a ne ka stvaranju biomase
zapazen je 1 kod procesa odvojene saharifikacije i fermentacije (slike 5.14. i 5.15.).
Nasuprot tome, maksimalni porast broja ¢elija i veoma mali porast sadrzaja etanola
postignut je dodatkom samo vitamina kao aktivatora. Prema tome, predlaze se upotreba

samo mineralnih soli kao aktivatora kvasca u SSF procesu, s obzirom da je u tom slucaju
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dostignut najveci porast sadrzaja etanola u odnosu na kontrolu. Takode, sa aspekta
smanjenja trosSkova proizvodnje, ekonomicnije je koristiti samo mineralne soli u poredenju
sa smeSom mineralnih soli i vitamina kao aktivatora.

Jedan od problema sa kojim se suocavaju proizvodaci etanola u praksi je kako
obezbediti dovoljno nutrijenata za kvasac da bi se efikasno izvrsila alkoholna fermentacija
a pritom smanjio rast kvasca, s obzirom da ve¢a biomasa kvasca podrazumeva gubitak
etanola. S druge strane, Celije kvasca koje rastu proizvode alkohol 33 puta brze nego celije
kod kojih nije zapaZen rast. Prema tome, u industrijskoj praksi znacajni napori su ulagani
kako bi se odrzali uslovi koji ne vode ka vrlo malom rastu kvasca ili ka njegovom
odumiranju. Resenja koja nude Walker i saradnici [203] kako bi se umanjio rast kvasca a
pritom obezbedila efikasna fermentacija su: visoke pocetne koli¢ine inokuluma,
recirkulacija kvasca, izvodenje fermentacije kontinualnim postupkom ili kori¢enje
imobilisanih ¢elija kvasca.

Alfenore i saradnici [115] su u dolivnom postupku fermentacije sa S. cerevisiae i
koristeci strategiju eksponencijalnog dodavanja razli¢itih koli¢ina smesSe vitamina (biotin,
pantotenska kiselina, nikotinska kiselina, inozitol itd) postigli povecanje produktivnosti
etanola za 18% 1 povecanje maksimalne specificne brzine fermentacije za 34%. Bohlscheid
I saradnici [204] su u svom radu objavili da je dodatak biotina veoma uticao na rast kvasca
S. cerevisiae tokom alkoholne fermentacije soka grozda. Oni smatraju da minimalna
koncentracija biotina neophodna za izvodenje fermentacije iznosi 1 pg/l. Chi 1 saradnici
[205] su objavili da je dodatak inozitola (100 mg/l) uticao na brzi rast kvasca i povecanje
njegove tolerantnosti na inhibitorno dejstvo visokih koncentracija etanola u medijumu.

Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutih nakon 48 h SSF procesa sa
dodatkom mineralnih soli (MgSO4-7H,0 i ZnSO47H,0) kao najpogodnijih aktivatora,

uporedeni su sa kontrolnim uzorkom i prikazani u tabeli 5.17.
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Tabela 5.17. Uticaj dodatka mineralnih soli na vrednosti znacajnih procesnih parametara
nakon 48 h SSF procesa kukuruznog brasna

Kontrola (bez

MgSO47H,0 (2 g/l) +

Parametar i
aktivatora) ZnSO47H,0 (0,3 g/l)
Sadrzaj etanola, % (w/w) 8,83 9,13
Prinos etanola Ypys, g/g 0,46 0,48
Procenat od teorijskog 8123 83.99
sadrz. etanola, %
Vol. produktivnost P,g/I-h 1,84 1,90
PotrosSnja glukoze, % 98,84 99,19

Uslovi procesa su kao na slici 5.19.

U tabeli 5.17. moze se uociti da je dodatak mineralnih soli (MgSO47H,0 i

ZnS04-7H,0) pored povecanja sadrzaja etanola, doprineo i povecanju vrednosti ostalih

procesnih parametara.

Nakon utvrdivanja da su mineralne soli (MgSO,4-7H,0 i ZnSO,4-7H,0) najpogodniji

aktivatori, pracena je kinetika SSF procesa sa dodatkom istih. Sadrzaj etanola,

koncentracija glukoze i broj Celija kvasca odredivani su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 i 48 h SSF

procesa. Proizvodnja etanola, potrosnja glukoze i promena broja Celija kvasca u toku 48 h

SSF procesa sa i bez dodatka aktivatora prikazani su na slikama 5.21. 1 5.22.
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Slika 5.21. Kinetika proizvodnje etanola i potrosnje glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog brasna sa i bez dodatka mineralnih soli. Uslovi procesa: isti kao na slici 5.17.
osim $to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori: ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l) i MgSO,4-7H,0
(2 g/l). Puna linija- sa dodatkom aktivatora, isprekidna linija — kontrola (bez dodatka
aktivatora).

8,5

{|--m-- kontrola
8,0 | —®— uzorak

log (br. celija, CFU/mI)

Vreme, h

Slika 5.22. Promena broja ¢elija kvasca u toku SSF procesa kukuruznog brasna sa i bez
dodatka mineralnih soli. Uslovi procesa: isti kao na slici 5.17. osim §to je SSF proces
izvoden na 30 °C. Aktivatori: ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l) i MgSO4-7H,0 (2 g/l). Puna linija- sa
dodatkom aktivatora, isprekidna linija — kontrola (bez dodatka aktivatora).
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Na slici 5.21. se moze videti da je trend rasta sadrzaja etanola tokom SSF procesa
drugaciji prilikom obogacivanja hidrolizata mineralnim solima u poredenju sa kontrolnim
uzorkom. Dodatkom aktivatora sadrzaj etanola do 44 h SSF procesa je bio nizi u poredenju
sa kontrolom, ali nakon toga je usledio porast, i postignuto je povecanje sadrzaja etanola
od 3,35% (u odnosu na kontrolu) nakon 48 h SSF procesa. U skladu sa prikazanim
trendom rasta sadrzaja etanola, ako bi se produzio SSF proces verovatno bi se postigao 1
veci porast etanola u odnosu na kontrolu. Medutim, produZenje procesa bi podrazumevalo 1
povecanje troSkova i smanjenje produktivnosti proizvodnje pa je neophodno uskladiti
vreme trajanja procesa i moguée povecanje sadrzaja etanola. Naime, kao $to je ved
napomenuto, kod kontrolnog uzorka bez dodatka aktivatora SSF proces se moze skratiti na
32 h, kada se dobijaju visoke vrednosti procesnih parametara: sadrzaj etanola od 8,70% i
volumetrijska produktivnost od 2,72 g/I-h (tabela 5.16.). Dodatkom mineralnih soli najvece
vrednosti procesnih parametara se dobijaju tek nakon 48 h i iznose: sadrzaj etanola od
9,13% i volumetrijska produktivnost od 1,90 g/I'h (tabela 5.17.). Na osnovu kinetike
prikazane na slici 5.21. produzenjem vremena trajanja SSF procesa postigle bi se vise
vrednosti sadrzaja etanola ali bi se smanjila produktivnost procesa. Na osnovu ovog,
predlaze se izvodenje SSF procesa bez dodatka aktivatora, jer obogadivanje hidrolizata
aktivatorima podrazumeva povecanje troskova i neophodno produzavanje vremena trajanja
SSF procesa. Porast sadrzaja etanola (od 3,35% u odnosu na kontrolu) i produktivnosti (od
3,26% u odnosu na kontrolu) nakon 48 h SSF procesa sa dodatkom mineralnih soli nije
zadovoljavajuci.

Na slici 5.22. se uocava povecanje broja ¢elija u toku eksponencijalne faze rasta
kvasca kod uzorka sa dodatkom mineralnih soli u poredenju sa kontrolom, ali i ranije
pocinje faza odumiranja Celija kvasca. Faza odumiranja ¢elija kod kontrolnog uzorka
pocinje tek nakon 44 h SSF procesa. Na kraju fermentacije broj ¢elija je u oba slucaja (sa i
bez dodatka aktivatora) slian ~4,5-10" CFU/ml, jer kao §to je prikazano na slici 5.20.,

dodatak mineralnih soli nije zna¢ajno uticao na povecéanje broja ¢éelija.
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5.2.3.5. Poredenje SHF (odvojena saharifikacija i fermentacija) i SSF (simultana
saharifikacija i fermentacija) procesa kukuruznog brasna, sa i bez dodatka aktivatora

kvasca

U ovom poglavlju sumirani su rezultati dobijeni u prethodnim eksperimentima
tokom SHF (odvojene saharifikacije i fermentacije) i SSF (simultane saharifikacije i
fermentacije) procesa, sa i bez dodatka aktivatora kvasca, u cilju izbora najoptimalnijeg
postupka proizvodnje etanola sa slobodnim ¢elijama kvasca. Na slici 5.23. prikazana je
promena sadrzaja etanola pri optimalnim vrednostima parametara za svaki proces. U tabeli
5.18. prikazane su vrednosti svih znacajnih procesnih parametara postignutih tokom SHF i
SSF procesa sa i bez dodatka aktivatora pri istim procesnim uslovima (kako bi moglo da se
izvr$i poredenje rezultata) i nakon optimalnog vremena trajanja svakog procesa koji je

odreden u prethodnim eksperimentima.

12
11 ] —=&— SHF bezakt.,
{|—®— SHF sa akt.
10 + SSF bez akt. [«
9]|—v—SSFsaakt. | ... _—— |

Sadrzaj etanola, % (w/w)

Vreme, h

Slika 5.23. Kinetika proizvodnje etanola tokom SHF i SSF procesa kukuruznog brasna, sa i
bez dodatka najoptimalnije kombinacije aktivatora za svaki proces. Uslovi procesa:
likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6, t=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w),
brzina mesanja v=150 rpm; SHF proces - saharifikacija - t=55 °C, pH=5, 1=4 h, ¢ (SAN
Extra L)=0,12% (v/w), fermentacija - t=30 °C, pH=5, koli¢ina inokuluma 2% (v/v),
aktivatori - Ca-pantotenat (2 g/l), MgSO4-7H,0 (2 g/l) i ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l); SSF proces
- t=30 °C, pH=5, c(SAN Extra L)=0,12% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (v/v), brz. meSanja
v=100 rpm, aktivatori - MgSO,4-7H,O (2 g/l) i ZnSO,4-7H,0 (0,3 g/l). Strelice pokazuju
izabrano optimalno vreme trajanja svakog procesa.
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Tabela 5.18. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutin tokom SHF i SSF
procesa kukuruznog brasna, sa i bez dodatka aktivatora, pri optimalnom vremenu trajanja

svakog procesa.

Proces
Parametar
SHF bez akt. SHF sa akt. SSF bez akt. SSF sa akt.
Optimalno vreme 38 38 32 48
trajanja procesa, h
Sadrzaj etanola, % 8,42 9,67 8,70 9,13
(wiw)
Prinos etanola Ypys, 0,44 0,50 0,45 0,48
9/9
Procenat od teor. 77.46 88,96 80,04 83,99
sadrzZ. etanola, %
Vol. produktivnost 291 2,54 2,72 1,90
P,g/lh" ’ ’ | |
Potrosnja glukoze, 99,09 93,69 78,75 99,19
%

Uslovi svakog procesa su kao na slici 5.23.
" Vol. produktivnost je izraCunavana nakon optimalnog vremena trajanja svakog procesa
prikazanog u datoj tabeli

Na osnovu slike 5.23. i tabele 5.18. moze se videti da se najvisi sadrzaj etanola i
procenat od teorijskog sadrzaja etanola postizu kod SHF procesa sa dodatkom aktivatora
(mineralnih soli i vitamina). Medutim, nedostaci ovog procesa su povecanje troskova
proizvodnje zbog visoke cene koriS¢enih aktivatora 1 vremena trajanja procesa od 38 h.
Nasuprot tome, tokom SSF procesa bez dodatka aktivatora postize se najvisa volumetrijska
produktivnost, kao i vrlo visoke vrednosti ostalih procesnih parametara, a optimalno vreme
trajanja procesa iznosi 32 h. I pored toga §to se ne dobija maksimalna vrednost sadrzaja
etanola u ovom procesu, mora se uzeti u obzir i Cinjenica da je zdruzivanjem faza
saharifikacije i fermentacije ve¢ na pocetku postignuto skracenje vremena procesa za 4 h
koliko traje faza saharifkacije, i da je optimalna temperatura SSF procesa 30 °C (Sto je niza
temperatura od one potrebne za saharifikaciju, 55°C), pa se samim tim postizu velike
ustede energije tokom ovog procesa i poveéava efikasnost proizvodnje etanola. Prema
tome, SSF proces zajedno sa fazom likvefakcije traje 33 h, dok SHF proces sa fazama

likvefakcije 1 saharifikacije traje 43 h. Takode, kod SSF procesa se smanjuje mogucnost
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pojave inhibicije enzima proizvodom, odnosno glukozom, s obzirom da kvasac odmah
koristi nastalu glukozu kao hranu. Optimizacijom ovih procesa ustanovljeno je da je u
proizvodnji etanola iz kukuruznog brasna pomocu slobodnih ¢elija kvasca ekonomski
najpovoljniji 1 najefikasniji SSF proces bez dodatka aktivatora sa slede¢im postignutim
procesnim parametrima: vreme trajanja od 32 h, sadrzaj etanola od 8,70% (w/w), prinos
etanola od 0,45 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 80,04%, volumetrijska
produktivnost od 2,72 g/I'h i potrosnja glukoze od 78,75%.

U radu Montesinos-a i Navarro-a [186] SSF proces iz pSeni¢nog brasna se takode
pokazao kao superiorniji u poredenju sa SHF procesom (pri istim procesnim uslovima) s
obzirom da je postignut visi prinos etanola i1 znacajno skra¢enje vremena trajanja procesa.
Optimalno vreme trajanja SSF procesa u njihovom radu je iznosilo 30 h. SSF proces se
pokazao kao ekonomski povoljniji proces u smislu ustede energije i povecanja efikasnosti

proizvodnje etanola i u radovima mnogih drugih autora [65, 68, 69, 159, 206-208].

5.2.3.6. Uticaj ultrazvuka kao predtretmana na poboljSanje kvaliteta hidrolizata

kukuruznog brasna i proizvodnju etanola tokom SSF procesa

5.2.3.6.1. Uticaj vremena dejstva ultrazvuka na koncentraciju glukoze nakon dvojno-

enzimske hidrolize kukuruznog brasna

Ovaj set cksperimenata izvoden je radi odredivanja uticaja vremena dejstva
ultrazvuka na koncentraciju glukoze nakon zavrsene dvojno-enzimske hidrolize koja je
izvodena pri optimalnim vrednostima parametara odredenim u prethodnim eksperimentima
(hidromodul 1:3, koncentracija enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) i koncentracija
enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w)). Nakon pripreme, suspenzije kukuruznog brasna su
izlagane dejstvu ultrazvuka u toku razli¢itog vremena i na sobnoj temperaturi, zatim je
dodat enzim Termamyl SC i nastavljen je proces enzimske hidrolize (likvefakcija i
saharifikacija). Ispitivana vremena dejstva ultrazvuka su: 0,5, 1, 3, 5, 10, 20 i 30 min.
Predtretman pripremljenih suspenzija ultrazvukom je vrSen u ultrazvu¢nom kupatilu, pri

frekvenciji ultrazvuc¢nih talasa od 40 kHz. Istovremeno je uraden i kontrolni uzorak koji
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nije izlagan dejstvu ultrazvuka, pod istim eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se

izvr$i poredenje rezultata. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 5.24.
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Slika 5.24. Uticaj vremena dejstva ultrazvuka na promenu koncentracije glukoze nakon
dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna. Uslovi procesa: soniciranje — v=40 kHz,
t=tsop; hidromodul 1:3, brzina mesanja v=150 rpm, likvefakcija - t=85 °C, pH=6, t=1 h,
(Termamyl SC)=0,02% (v/w); saharifikacija - t=55 °C, pH=5, 1=4 h, ¢ (SAN Extra L)=
0,12% (v/w). Brojevi iznad stubova predstavljaju procenat uveéanja koncentracije glukoze
u odnosu na kontrolni uzorak.

Na osnovu slike 5.24. moZe se uociti da je u svim uzorcima doslo do povecanja
koncentracije glukoze nakon enzimske hidrolize u odnosu na kontrolni uzorak. Najveci
porast koncentracije glukoze (3,03% u odnosu na kontrolni uzorak) je ostvaren prilikom
izlaganja suspenzije kukuruznog brasna dejstvu ultrazvuka u toku 5 min, kada je
koncentracija glukoze nakon enzimske hidrolize iznosila 187,70 g/l. Takode se moze videti
da sa povecanjem vremena dejstva ultrazvuka raste i koncentracija nastale glukoze,
medutim prilikom duzeg izlaganja dejstvu ultrazvuka (10, 20 i 30 min) uocava se blagi pad
u koncentraciji glukoze. To se moZe objasniti time $to je produzenje vremena dejstva

ultrazvuka dovelo do povecanja koncentracije glukoze na pocetku enzimske hidrolize, ali
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je na kraju enzimske hidrolize moguca pojava inhibicije enzima visokom koncentracijom
glukoze kao proizvoda.

Na osnovu prikazanih rezultata izabrano je optimalno vreme dejstva ultrazvuka od
5 min. Medutim, potrebno je ispitati kada je najoptimalnije izlagati uzorak delovanju
ultrazvuka u odnosu na dodatak enzima Termamyl SC, odnosno ispitati da li ultrazvuk
deluje i na aktivnost ovog enzima. Prema tome, u daljim eksperimentima uzorci su izlagani
dejstvu ultrazvuka u toku 5 min, i to: nakon dodatka enzima Termamyl SC (uzorak 3.), i
2,5 min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC (uzorak 4.). Dobijeni rezultati su
uporedeni sa uzorkom 2. koji je tretiran 5 min pre dodatka enzima Termamyl SC u
prethodnom eksperimentu (slika 5.24.), i prikazani su u tabeli 5.19. Istovremeno je uraden i
kontrolni uzorak (uzorak 1.) koji nije izlagan dejstvu ultrazvuka, pod istim

eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se izvrsi poredenje rezultata.

Tabela 5.19. Uticaj vremena dejstva ultrazvuka na koncentraciju glukoze nakon dvojno-
enzimske hidrolize kukuruznog brasna

Broj Vreme dejstva Koncentracija glukoze, Uvecanje koncentracije
uzorka ultrazvuka, min /| glukoze u odnosu na
’ g kontrolu, %
1 0 182,18 -
2 5 187,70 3,03
3 5 185,23 1,67
4 25+25 190,30 4,46

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.24.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.19. moZe se videti da je optimalno vreme
delovanja ultrazvuka 2,5 min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC, kada se
postize maksimalni porast koncentracije glukoze od 4,46% u odnosu na kontrolni uzorak.
Najmanja koncentracija glukoze postignuta je dejstvom ultrazvuka od 5 min nakon
dodatka enzima Termamyl SC (uzorak 3.), §to se moze objasniti time da je ultrazvuk
delovao i na delimi¢nu inaktivaciju enzima. U literaturi je zablezeno da ultrazvucni
predtretman moze i da degradira i denaturiSe enzime zbog lokalnog zagrevanja,

sonohemijskih reakcija i intenzivnih sila smicanja ukoliko su enzimi dodati pre sonikacije
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[102]. Samim tim, smatra se da enzimi dodati tokom sonifikacije dovode do manjeg
oslobadanja glukoze nego dodatak enzima posle sonifikacije [97, 98].

U radu Khanal-a i saradnika [97] ispitivana je primena ultrazvuka kao predtretmana
u poboljSanju otpustanja glukoze tokom enzimske hidrolize kukuruznog brasna. Pri radnoj
frekvenciji od 20 kHz, sobnoj temperaturi i vremenu soniciranja od 20 i 40 s postignuto je
povecanje koncentracije glukoze tokom enzimske hidrolize u poredenju sa kontrolnim
uzorkom. Ovo je objaSnjeno pozitivnim uticajem ultrazvuka na smanjenje dimenzija
Cestica skroba, bolje meSanje usled akusti¢nih kavitacija 1 mikrostrujanja i na otpustanje
dodatnog skroba koji je vezan za lipide. Maksimalno povecanje koncentracije glukoze u
odnosu na kontrolni uzorak iznosilo je 32%, Sto je znatno vec¢i porast koncentracije
glukoze u odnosu na kontrolu nego u ovom radu (tabela 5.19.), najverovatnije zbog toga
jer su u toku soniciranja koriS¢eni i ultrazvuéni talasi visoke, srednje i1 niske snage. Kao i u
ovom radu, u pojedinim uzorcima (koji su izlagani ultrazvuénim talasima visoke snage)
doslo je do smanjenja krajnje koncentracije glukoze u odnosu na kontrolni uzorak
(smanjenje od 11-22%) S$to su objasnili degradacijom i denaturacijom enzima tokom
predtretmana ultrazvu¢nim talasima visoke snage. I u radu Shewale-a i Pandit-a [104]
primena ultrazvuka je pozitivno uticala na povecanje dekstroznog ekvivalenta nakon
zavrSene enzimske hidrolize brasna sirka, od 10-25% u zavisnosti od vremena delovanja i
inteziteta ultrazvuka. Ovo su objasnili oslobadanjem dodatnih granula skroba iz matriksa
proteina pod dejstvom akustiénih kavitacija izazvanih ultrazvukom. Ove dodatne
oslobodene granule skroba se geliraju i bivaju dostupne za dalju likvefakciju i
saharifikaciju. Oni su takode utvrdili da je predtretman ultrazvukom uticao na poboljSanje

filtracionih osobina hidrolizata 1 bolju razgradnju zrna skroba usled akusti¢nih kavitacija.
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5.2.3.6.2. Uticaj dejstva ultrazvuka na kinetiku enzimske hidrolize kukuruznog brasna pri

optimalnom vremenu i razlicitoj temperaturi Soniciranja

Ovaj set eksperimenata voden je u cilju ispitivanja uticaja temperature soniciranja
na kinetiku dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna pri optimalnom vremenu dejstva
ultrazvuka odredenom u prethodnim eksperimentima. U tu svrhu ispitivane su tri radne
temperature: sobna temperatura, 60 1 70 °C. Koncentracija glukoze je merena na svakih sat
vremena u toku 5 h dvojno-enzimske hidrolize. Dobijeni rezultati su uporedeni sa

kontrolnim uzorkom koji nije izlagan dejstvu ultrazvuka, i prikazani su na slici 5.25.
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Slika 5.25. Uticaj temperature soniciranja na Kkinetiku dvojno-enzimske hidrolize
kukuruznog brasna pri optimalnom vremenu dejstva ultrazvuka. Uslovi procesa:
soniciranje — v=40 kHz, t=2,5+2,5 min, hidromodul 1:3; parametri dvojno-enzimske
hidrolize su kao na slici 5.24.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.25. uocava se porast koncentracije
glukoze u svim uzorcima koji su izlagani dejstvu ultrazvuka u poredenju sa kontrolnim
uzorkom. Takode, moze se videti da se sa povecanjem temperature soniciranja povecava
koncentracija nastale glukoze tokom dvojno-enzimske hidrolize. Trend porasta

koncentracije glukoze je bio sli¢an do 3 h dvojno-enzimske hidrolize pri temperaturama
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soniciranja od 60 i 70 °C. Medutim, nakon 3 h viSe vrednosti koncentracije glukoze su
dostignute kada je temperatura soniciranja bila 60 °C. Potrebno je ista¢i da pri
temperaturama 60 i 70 °C nakon 4 h enzimske hidrolize dolazi ¢ak do pada koncentracije
glukoze usled pojave inhibicije enzima visokom koncentracijom glukoze (proizvodom). Ta
inhibicija je izraZenija na temperaturi soniciranja od 70 °C jer se postiZu niZe koncentracije
glukoze posle 3 h enzimske hidrolize nego na temperaturi soniciranja od 60 °C. Takode,
posmatrajuci tok enzimske hidrolize pri ovim radnim temperaturama moze se videti da je
moguce i skratiti vreme hidrolize na 3 h. Na osnovu ovih rezultata smatra se da je
optimalna temperatura soniciranja od 60 °C s obzirom da su u tom slu¢aju dobijene najvise
vrednosti koncentracije glukoze tokom enzimske hidrolize. U ovom slu¢aju koncentracija
glukoze nakon 5 h enzimske hidrolize je iznosila 210,19 g/l, §to predstavlja povecanje
koncentracije glukoze u odnosu na kontrolni uzorak od 15,37%.

Khanal i saradnici [97] su ispitivali primenu ultrazvuka kao predtretmana pri
razli¢itim temperaturama soniciranja i utvrdili da se pri dejstvu ultrazvuka male snage i
vremena dejstva od 40 s sa povecCanjem temperature soniciranja do 5 °C povecéava
otpustanje glukoze za 27%.

Kako bi se potpunije ispitao uticaj dejstva ultrazvuka na zrna skroba u kukuruznom
brasnu i samim tim na povecanje prinosa glukoze tokom dvojno-enzimske hidrolize, na
slici 5.26. su prikazane SEM slike: a) suspenzije kukuruznog brasna i vode pre pocetka
hidrolize 1 bez dejstva ultrazvuka (uvecanje 2000%), b) kontrolnog uzorka (bez dejstva
ultrazvuka) nakon likvefakcije (uvecanje 500x), ¢) kontrolnog uzorka nakon saharifikacije
(uveéanje 100x), d) uzorka tretiranog ultrazvukom (na 60 °C) 2,5 min pre dodatka enzima
Termamyl SC (uvecanje 2000%), e) uzorka tretiranog ultrazvukom (na 60 °C) nakon
likvefakcije (uveéanje 100x) i f) uzorka tretiranog ultrazvukom (na 60 °C) nakon

saharifikacije (uve¢anje 100x). Radni napon je iznosio 20 kV.
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Slika 5.26. SEM slike kukuruzne suspenzije: a) suspenzija kukuruznog brasna i vode pre
pocetka hidrolize i bez dejstva ultrazvuka, b) kontrolni uzorak (bez dejstva ultrazvuka)
nakon likvefakcije, ¢) kontrolni uzorak (bez dejstva ultrazvuka) nakon saharifikacije, d)
uzorak tretiran ultrazvukom 2,5 min pre dodatka enzima Termamyl SC, e) uzorak tretiran
ultrazvukom nakon likvefakcije i f) uzorak tretiran ultrazvukom nakon saharifikacije.
Uslovi soniciranja: t=60 °C , t=2,5+2,5 min, v=40 kHz. Uslovi izvodenja dvojno-enzimske
hidroliza su kao na slici 5.24.

Poredenjem slika 5.26. a) 1 d) moze se videti da je ultrazvuk i pre dodatka enzima
Termamyl SC uticao na razgradnju zrna skroba. Na slici 5.26. a) zrna skroba su ovalnog
oblika veli¢ine oko 25 um, dok se na slici 5.26 d) moze videti da je dejstvom ultrazvuka
doSlo do razaranja strukture zrna skroba $to znacajno utice i na brze oslobadanje skroba
tokom hidrolize, skra¢enje vremena potrebnog za formiranje gela i samim tim na
povecéanje prinosa glukoze. Ukoliko se uporede slike 5.26. b) i €) moZe se uociti da je u
uzorku tretiranom ultrazvukom doSlo do brzeg ute¢njavanja kukuruzne suspenzije u
odnosu na kontrolni uzorak s obzirom da je postignuta bolja razgradnja zrna skroba i pre
pocetka enzimske hidrolize. Na slikama 5.26. ¢) i f) moZe se videti da je nakon zavrSene
saharifikacije na povrSini nerazgradenih skrobnih zrnaca formiran tanak film
(najverovatnije oslobodenih Secera 1 drugih jedinjenja u rastvoru). S obzirom da je dejstvo
ultrazvuka imalo pozitivan efekat na razgradnju skroba, na slici 5.26. f) se moze uociti da
je veli¢ina skrobnih zrnaca znatno manja nego u kontrolnom uzorku prikazanom na slici

5.26. C).

5.2.3.6.3. Uticaj dejstva ultrazvuka kao predtretmana na kinetiku SSF procesa pri

optimalnom vremenu i temperaturi dejstva ultrazvuka

Nakon utvrdivanja optimalnih parametara za dejstvo ultrazvuka kao predtretmana
(vreme od 2,5+2,5 min, temperatura od 60 °C) ispitivana je proizvodnja etanola tokom
SSF procesa bez dodatka aktivatora. U prethodnim eksperimentima (odeljak 5.2.3.5.) ovaj
proces je izabran kao ekonomski najpovoljniji i najefikasniji u proizvodnji etanola iz
kukuruznog brasna pomocu slobodnih ¢elija kvasca. SSF proces je voden pri optimalnim
parametrima procesa odredenim u prethodnim eksperimentima (odeljak 5.2.3.4.). Sadrzaj
etanola, koncentracija glukoze i broj ¢elija kvasca odredivani su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 i

48 h SSF procesa. Proizvodnja etanola, potro$nja glukoze i promena broja ¢elija kvasca u
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toku 48 h SSF procesa bez dodatka aktivatora i uz predtretman ultrazvukom uporedeni su sa

kontrolnim uzorkom (bez dejstva ultrazvuka), i prikazani su na slikama 5.27. i 5.28.
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Slika 5.27. Kinetika proizvodnje etanola i1 potroSnje glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog brasna bez dodatka aktivatora uz predtretman ultrazvukom pri optimalnim
parametrima soniciranja. Uslovi procesa: soniciranje — v=40 kHz, 1=2,5+2,5 min, t=60 °C;
likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6, 1=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w), brz.
mesanja v=150 rpm; SSF proces - t=30 °C pH=5, t=48 h, brz. mesanja v=100 rpm, ¢ (SAN
Extra L)=0,12% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (v/v). Puna linija — uzorak tretiran
ultrazvukom, isprekidana linija — kontrolni uzorak (bez dejstva ultrazvuka).

Na slici 5.27. se moze videti da je trend porasta sadrzaja etanola tokom SSF
procesa sli¢an i kod uzorka tretiranog ultrazvukom i kod kontrolnom uzorka. Visi sadrzaj
etanola tokom SSF procesa postignut je kod uzorka tretiranog ultrazvukom s obzirom da je
pocetna koncentracija glukoze u tom slucaju bila vec¢a (120 g/1) nego u kontrolnom uzorku,
a i dejstvo ultrazvuka je pogodovalo brzoj razgradnji granula skroba u kukuruznom brasnu.
Maksimalan sadrzaj etanola postignut je nakon 32 h i iznosio je 9,51% (w/w), §to
predstavlja porast sadrzaja etanola u odnosu na kontrolni uzorak od 9,31%. Takode, na
slici 5.27. zapazeno je povecanje koncentracija glukoze na pocetku SSF procesa (u prvih 8
h) kod uzoraka i sa 1 bez predtretmana ultrazvukom, ukazujuéi na to da je brzina hidrolize

skroba dejstvom glukoamilaze bila ve¢a od brzine potrosnje glukoze od strane celija
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kvasca. U skladu sa ovim, nije uofena ni zna¢ajna proizvodnja etanola na poc¢etku SSF
procesa. Nakon 8 h procesa vrednosti koncentracije glukoze su opadale tokom SSF
procesa. Kod uzorka tretiranog ultrazvukom postignuta je niza krajnja koncentracija
glukoze u odnosu na kontrolni uzorak i iznosila je 0,98 g/l (Sto odgovara potrosnji glukoze
tokom SSF procesa od 99,18%). Potrebno je naglasiti da je prednost upotrebe ultrazvuka i
u tome Sto obezbeduje efikasnije meSanje (usled akusti¢nog strujanja) koje omogucava

bolji prenos toplote unutar suspenzije [97, 98, 102].
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Slika 5.28. Promena broja ¢elija kvasca u toku SSF procesa kukuruznog brasna bez
dodatka aktivatora uz predtretman ultrazvukom pri optimalnim parametrima soniciranja.
Uslovi procesa su kao na slici 5.27. Puna linija — uzorak tretiran ultrazvukom, isprekidana
linija — kontrolni uzorak (bez dejstva ultrazvuka).

Na slici 5.28. se moze se da se kod uzorka tretiranog ultrazvukom postize veci broj
¢elija u eksponencijalnoj fazi rasta kvasca u poredenju sa kontrolom, ali i ranije zapocinje
faza odumiranja celija kvasca (nakon 32 h). Faza odumiranja ¢elija kod kontrolnog uzorka
pocinje tek nakon 44 h SSF procesa. Ovo se moZe objasniti inhibicijom c¢elija kvasca
proizvodom, odnosno visokom koncentracijom etanola koja dostize svoju maksimalnu
vrednost upravo u 32 h SSF procesa. Maksimalan broj ¢elija od 1,18-10° CFU/mI u uzorku

tretiranom ultrazvukom dostignut je nakon 32 h SSF procesa.
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Na osnovu slika 5.27. 1 5.28. moze se videti da se uspe$no moze skratiti vieme SSF
procesa uz predtretman ultrazvukom na 32 h, kao Sto je to slu¢aj kod SSF procesa
kontrolnog uzorka (odeljak 5.2.3.4.1.). U ovom slucaju, postize se maksimalan sadrzaj
etanola od 9,51% (w/w), maksimalan broj éelija od 1,18-10° CFU/ml, i veoma niska
vrednost koncentracije glukoze od 15,56 g/l. U tabeli 5.20. prikazane su vrednosti ostalih
procesnih parametara dobijenih prilikom izvodenja SSF procesa sa i bez predtretmana

ultrazvukom nakon 32 h.

Tabela 5.20. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutih nakon 32 h SSF
procesa kukuruznog brasna sa i bez predtretmana ultrazvukom

Kontrola (bez SSF proces uz
Parametar ) predtretman
dejstva ultrazvuka)

ultrazvukom
Sadrzaj etanola, % (w/w) 8,70 9,51
Prinos etanola Yps, 9/g 0,45 0,50
Procenat od teorijskog 80.04 87 48

sadrzZ. etanola, % ’

Vol. produktivnost P,g/I-h 2,72 2,97
PotrosSnja glukoze, % 78,75 87,03

Uslovi procesa su kao na slici 5.27.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.20. moze se videti da se SSF proces uz
predtretman ultrazvukom pokazao kao superiorniji u odnosu na SSF proces bez primene
predtretmana ultrazvukom u smislu postizanja visih vrednosti svih procesnih parametara i
ustede energije usled skrac¢enja vremena izvodenja procesa na 32 h. Takode se moze videti
da je primenom predtretmana ultrazvukom povecan maksimalan sadrzaj etanola koji se
postize nakon 32 h SSF procesa za 9,31% u odnosu na kontrolni uzorak. Medutim, s druge
strane implementacija predtretmana ultrazvukom podrazumeva sagledavanje i pozitivnih i
negativnih strana primene ove tehnologije. Naime, potrebno je usaglasiti postignute visoke
vrednosti procesnih parametra i uspostavljene optimalne uslove procesa sa visokom

potro$njem energije tokom soniciranja. Sam postupak soniciranja zahteva veliki utroSak
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energije, a u ovom radu postoji dodatna potro$nja energije s obzirom da je optimalna

temperatura soniciranja 60 °C.

5.2.3.7. Uticaj mikrotalasa kao predtretmana na poboljSanje kvaliteta hidrolizata

kukuruznog brasna i proizvodnju etanola tokom SSF procesa

5.2.3.7.1. Uticaj snage mikrotalasa na koncentraciju glukoze nakon dvojno-enzimske

hidrolize kukuruznog brasna

Ovaj set eksperimenata vrSen je radi ispitivanja uticaja mikrotalasa razli¢ite snage
na koncentraciju glukoze nakon dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna koja je
izvodena pri optimalnim vrednostima parametara odredenim u prethodnim eksperimentima
(hidromodul 1:3, koncentracija enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) i koncentracija
enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w)). Suspenzijama kukuruznog brasna prvo je dodat
enzim Termamyl SC, a zatim su izlagane dejstvu mikrotalasa razli¢ite snage u toku 4 min,
I nastavljen je proces enzimske hidrolize (likvefakcija i saharifikacija). Ispitivane vrednosti
snage mikrotalasa su: 20, 80, 160 i 240 W. Temperature u uzorcima na kraju predtretmana
mikrotalasima iznosile su 68 (20 W), 96 (80 W), 105 (160 W) i 122 °C (240 W).
Predtretman pripremljenih suspenzija mikrotalasima je vrSen u mikrotalasnoj peci.
Istovremeno je uraden i kontrolni uzorak koji nije izlagan dejstvu mikrotalasa, pod istim
eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se izvrsi poredenje rezultata. Dobijeni

rezultati su prikazani na slici 5.29.
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Slika 5.29. Uticaj snage mikrotalasa na koncentraciju glukoze nakon dvojno-enzimske
hidrolize kukuruznog brasna. Uslovi procesa: predtretman mikrotalasima vrSen je u toku 4
min nakon dodatka enzima Termamyl SC, temperature u uzorcima na Kkraju tretiranja
mikrotalasima iznosile su 68 (20 W), 96 (80 W), 105 (160 W) i 122 °C (240 W),
likvefakcija - hidromodul 1:3, brzina meSanja v=150 rpm, t=85 °C, pH=6, 1=1 h,
(Termamyl SC)=0,02% (v/w); saharifikacija - t=55 °C, pH=5, 1=4 h, ¢ (SAN Extra L)=
0,12% (v/w). Brojevi iznad stubova predstavljaju procenat uveéanja koncentracije glukoze
u odnosu na kontrolni uzorak.

Kao Sto se moze videti na slici 5.29. povecanje snage mikrotalasa iznad 80 W nije
znaCajno uticalo na dalje povecanje koncentracije glukoze nakon dvojno-enzimske
hidrolize. Prema tome, ova vrednost snage mikrotalasa je izabrana kao optimalna, kada je
postignuta koncentracija glukoze od 193,26 g/l (Sto predstavlja povecanje koncentracije
glukoze u odnosu na kontrolni uzorak od 6,36%).

Hu i Wen [108] su u svom radu ispitivali enzimsku hidrolizu lignocelulozne
sirovine (trave) uz predtretman mikrotalasima ¢ija je promena snage pratila promenu
temperature u mikrotalasnoj pe¢i u opsegu od 70 do 190 °C. Oni su utvrdili da je dejstvo
mikrotalasa pozitivno uticalo na povecanje koncentracije glukoze nakon enzimske
hidrolize u odnosu na kontrolni uzorak. Koncentracija glukoze nakon enzimske hidrolize je

rasla u celom temperaturnom opsegu: od 19,5 g/100g biomase pri 70 °C do 31,5 g/100
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biomase pri temperaturi predtretmana mikrotalasima od 190 °C. Razlike koje postoje u
odnosu na rezultate u ovom radu su usled razli¢ite koriS¢ene sirovine (za razgradnju
lignoceluloznih materijala potrebna je visa temperatura). Palav i Seetharaman [106] su
takode ispitivali dejstvo mikrotalasa na skrobnu suspenziju pri razli€itim temperaturama
predtretmana u mikrotalsnoj pe¢i koje su se kretale u opsegu od 60 do 95 °C. Sa
povecanjem temperature rasla je 1 koncentracija glukoze nakon zavrSene enzimske

hidrolize.

5.2.3.7.2. Uticaj vremena dejstva mikrotalasa na koncentraciju glukoze nakon dvojno-

enzimske hidrolize kukuruznog brasna

Ovaj set eksperimenata izvoden je u cilju odredivanja uticaja vremena dejstva
mikrotalasa na koncentraciju glukoze nakon zavrSene dvojno-enzimske hidrolize koja je
izvodena pri optimalnim vrednostima parametara odredenim u prethodnim eksperimentima
(hidromodul 1:3, koncentracija enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) i koncentracija
enzima SAN Extra L od 0,12% (v/w)). Suspenzijama kukuruznog brasna prvo je dodat
enzim Termamyl SC, a zatim su izlagane dejstvu mikrotalasa snage 80 W u toku razli¢itog
vremenskog perioda, i nastavljen je proces enzimske hidrolize (likvefakcija i
saharifikacija). Ispitivana vremena dejstva mikrotalasa su: 1, 3, 5 i 7 min. Predtretman
pripremljenih suspenzija mikrotalasima je izvoden u mikrotalasnoj peci. Istovremeno je
uraden i kontrolni uzorak koji nije izlagan dejstvu mikrotalasa, pod istim eksperimentalnim
uslovima kako bi moglo da se izvrsi poredenje rezultata. Dobijeni rezultati su prikazani na
slici 5.30.
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Slika 5.30. Uticaj vremena dejstva mikrotalasa na promenu koncentracije glukoze nakon
dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna. Uslovi procesa: predtretman mikrotalasima
snage 80 W vrsen je nakon dodatka enzima Termamyl SC; ostali eksperimentalni uslovi su
isti kao na slici 5.29. Brojevi iznad stubova predstavljaju procenat uvecanja koncentracije
glukoze u odnosu na kontrolni uzorak.

Na slici 5.30. moze se videti da sa porastom vremena dejstva, od 1 do 5 min, raste i
koncentracija glukoze nakon zavrSene enzimske hidrolize, medutim dejstvom mikrotalasa
od 7 min dolazi do pada koncentracije glukoze usled pojave inhibicije enzima visokom
koncentracijom glukoze ili delimi¢nom inaktivacijom enzima zbog dugog izlaganja
visokoj temperaturi tokom predtretmana mikrotalasima. Vreme dejstva mikrotalasa od 5
min je izabrano kao optimalno, s obzirom da je u tom slucaju postignuta maksimalna
koncentracija glukoze nakon enzimske hidrolize od 197,11 g/l (§to odgovara poveéanju
koncentracije glukoze od 8,48% u odnosu na kontrolni uzorak). Slicno ovim rezultatima,
relativno kratko trajanje predtretmana mikrotalasima izabrano je i od strane drugih
istrazivaca, kao vreme dovoljno da se postigne bubrenje i geliranje granula skroba a i
razaranje kristalne strukture skroba [105, 106, 209].
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Medutim, potrebno je ispitati 1 kada je optimalno izlagati uzorak delovanju
mikrotalasa u odnosu na dodatak enzima Termamyl SC, odnosno ispitati da li mikrotalasi
deluju i na aktivnost ovog enzima. Prema tome, u daljim eksperimentima uzorci su izlagani
dejstvu mikrotalasa u toku 5 min, i to: pre dodatka enzima Termamyl SC (uzorak 3.), 12,5
min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC (uzorak 4.). Dobijeni rezultati su
uporedeni sa uzorkom 2. koji je tretiran 5 min nakon dodatka enzima Termamyl SC u
prethodnom eksperimentu (slika 5.30.), i prikazani su u tabeli 5.21. Istovremeno je uraden i
kontrolni uzorak (uzorak 1.) koji nije izlagan dejstvu mikrotalasa, pod istim

eksperimentalnim uslovima.

Tabela 5.21. Uticaj vremena dejstva mikrotalasa optimalne snage na koncentraciju glukoze
nakon dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna

Broj Vreme dejstva Koncentracija glukoze, Uvecanje koncentracije
uzorka ultrazvuka, min /l glukoze u odnosu na
’ g kontrolu, %
1 0 181,70 -
2 5 210,70 15,96
3 5 208,76 14,89
4 25+25 212,53 16,96

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.30.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.21. moze se videti da je optimalno vreme
delovanja mikrotalasa 2,5 min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC, kada se
postize maksimalni porast koncentracije glukoze od 16,95% u odnosu na kontrolni uzorak.

Poredenjem rezultata dobijenih primenom predtretmana ultrazvukom 1
mikrotalasima, koji su izvodeni pri optimalnim vrednostima parametara za dejstvo
ultrazvuka i mikrotalasa, (slika 5.25. i tabela 5.21.), moze se videti da se znatno veéi porast
koncentracije glukoze u odnosu na kontrolni uzorak dobija primenom mikrotalasa kao
predtretmana. Primenom predtretmana ultrazvukom i mikrotalasima pri optimalnim
parametrima postignut je porast koncentracije glukoze nakon enzimske hidrolize u odnosu
na kontrolni uzorak u iznosu od 15,37 i 16,96%, respektivno. Ovo se moze objasniti

primenom znatno vise temperature (96 °C) koja se postize primenom snage mikrotalasa od
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80 W u odnosu na predtretman ultrazvukom koji se izvodi pri optimalnoj temperaturi od 60
°C. Visa temperatura pogoduje boljoj razgradnji strukture zrna skroba, ve¢em otpusStanju
skroba i poveéanju prinosa glukoze tokom enzimske hidrolize.

Pri optimalnim vrednostima parametara za predtretman mikrotasima pracena je
kinetika dvojno-enzimske hidrolize u toku 5 h. Dobijeni rezultati su uporedeni sa
kontrolnim uzorkom (koji nije izlagan dejstvu ni ultrazvuka ni mikrotalasa) i sa uzorkom
tretiranim ultrazvukom pri optimalnim parametrima (slika 5.25.), i prikazani su na slici
5.31.
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Slika 5.31. Uticaj primene predtretmana ultrazvukom i mikrotalasima pri optimalnim
vrednostima parametara na kinetiku dvojno-enzimske hidrolize kukuruznog brasna. Uslovi
procesa: predtretman ultrazvukom — t=60 °C, t=2,5+2,5 min, v=40 kHz, predtretman
mikrotalasima — snaga 80 W na 96 °C, t=2,5+2,5 min, hidromodul 1:3, parametri
likvefakcije i saharifikacije kao na slici 5.29.

Na slici 5.31. se moze videti da je predtretman mikrotalasima pokazao bolje
rezultate u smislu visih koncentracija glukoze koje se postizu tokom enzimske hidrolize, u
odnosu na predtretman ultrazvukom. Ve¢ nakon 1 h enzimske hidrolize, primenom
predtretmana mikrotalasima i ultrazvukom postizu se visoke koncentracije glukoze od
145,09 g/l i 120,02 g/I, respektivno.
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Kako bi se ispitao uticaj dejstva mikrotalasa na strukturu zrna skroba kukuruznog
brasna i na efekte dvojno-enzimske hidrolize, na slici 5.32. su prikazane SEM slike: a)
uzorka tretiranog mikrotalasima snage od 80 W 2,5 min pre dodatka enzima Termamyl SC
(uvecanje 2000x%), b) uzorka tretiranog mikrotalasima snage od 80 W nakon likvefakcije
(uvecanje 500%) i c¢) uzorka tretiranog mikrotalasima snage od 80 W nakon saharifikacije
(uvecanje 500%). Radni napon je iznosio 20 kV. Ove SEM slike su uporedene sa slikama
5.26. a), b) 1 ¢) na kojima su prikazani: suspenzija kukuruznog braSna i vode pre pocetka
hidrolize i bez dejstva mikrotalasa, kontrolni uzorak (bez dejstva mikrotalasa) nakon

likvefakcije i kontrolni uzorak nakon saharifikacije, respektivno.

(b)
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(©
Slika 5.32. SEM slike kukuruzne suspenzije: a) uzorak tretiran mikrotalasima 2,5 min pre
dodatka enzima Termamyl SC, b) uzorak tretiran mikrotalasima nakon likvefakcije i c)
uzorak tretiran mikrotalasima nakon saharifikacije. Predtretman mikrotalasima — snaga 80
W na 96 °C, t1=2,5+2,5 min. Dvojno-enzimska hidroliza je vrSena pri optimalnim uslovima
kao Sto je prikazano na slici 5.29.

Poredenjem slika 5.26. a) 1 5.32 a) moze se videti da su mikrotalasi znacajno uticali
na razgradnju i razaranje strukture granula skroba, sto pogoduje boljem otpustanju skroba
koji postaje dostupan za dalju hidrolizu, pa samim tim dolazi i do povecanja prinosa
glukoze tokom dvojno-enzimske hidrolize. U skladu sa tim su i rezultati prikazani na slici
5.31. gde se moze videti da se u uzorku tretiranom mikrotalasima ve¢ posle 1 h enzimske
hidrolize postize koncentracija glukoze za 34% vec¢a nego u kontrolnom uzorku.
Poredenjem slika 5.26. b) i 5.32 b) uocava se da ja faza utenjavanja ranije nastupila kod
uzorka tretiranog mikrotalasima (s obzirom da je razgradnja strukture skroba zapocela i pre
dodatka enzima Termamyl SC). Potpunija hidroliza skroba se postiZe i nakon saharifikacije
u uzorku tretiranom mikrotalasima (u odnosu na kontrolni uzorak), kao $to je prikazano na
slikama 5.26. c) i 5.32 ¢).

Palav i Seetharaman smatraju da mikrotalasi izazivaju vibraciona kretanja molekula
vode prisutnih u okolini kristalne strukture skroba i da se kao posledica tog dejstva razara

struktura zrna i pre dostizanja temperature Zelatinizacije. Oni su pokazali da pri visokim
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temperaturama na kojima se izvodi predtretman mikrotalasima izostaje faza bubrenja i

odmah nastupa razaranje granula skroba [105, 106].

5.2.3.7.3. Uticaj dejstva mikrotalasa kao predtretmana na kinetiku SSF procesa pri

optimalnom vremenu i snazi dejstva mikrotalasa

U ovom eksperimentu ispitivana je proizvodnja etanola tokom SSF procesa (bez
dodatka aktivatiora) uz predtretman uzorka mikrotalasima. Predtretman mikrotalasima
izvoden je pri optimalnim parametrima: vreme od 2,5 pre i 2,5 min posle dodatka enzima
Termamyl SC, snaga 80 W pri temperaturi od 96 °C. U prethodnim eksperimentima
(odeljak 5.2.3.5.) SSF proces bez dodatka aktivatora je izbaran kao ekonomski
najpovoljniji i najefikasniji u proizvodnji etanola iz kukuruznog brasna pomocu slobodnih
¢elija kvasca. SSF proces je voden pri optimalnim parametrima odredenim u prethodnim
eksperimentima (odeljak 5.2.3.4.). Sadrzaj etanola, koncentracija glukoze i broj celija
kvasca odredivani su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 i 48 h SSF procesa. Proizvodnja etanola,
potroS$nja glukoze i promena broja ¢elija kvasca u toku 48 h SSF procesa bez dodatka
aktivatora 1 uz predtretman mikrotalasima uporedeni su kontrolnim uzorkom (bez dejstva

mikrotalasa), i prikazani su na slikama 5.33. i 5.34.
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Slika 5.33. Kinetika proizvodnje etanola i1 potroSnje glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog brasna bez dodatka aktivatora pri optimalnim parametrima predtretmana
mikrotalasima. Uslovi procesa: predtretman mikrotalasima — snaga 80 W na 96 °C,
1=2,5+2,5 min; likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6, t=1 h, ¢ (Termamyl
SC)=0,02% (v/w), brz. meSanja v=150 rpm; SSF proces - t=30 °C pH=5, 1=48 h, brz.
mesanja v=100 rpm, ¢ (SAN Extra L)=0,12% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (v/v). Puna
linija — uzorak tretiran mikrotalasima, isprekidana linija — kontrolni uzorak (bez dejstva
mikrotalasa).

Na slici 5.33. se moze videti da su vise vrednosti sadrzaja etanola tokom 48 h SSF
procesa postignute kod uzorka tretiranog mikrotalasima u odnosu na kontrolu. Ovo se
moze objasniti time §to je predtretman mikrotalasima uticao na brzu razgradnju granula
skroba (slika 5.32), pa je i poéetna koncentracija glukoze u tom slu¢aju bila visa (145 g/l)
nego u kontrolnom uzorku. Maksimalan sadrZaj etanola postignut je nakon 32 h i iznosio je
9,87% (w/w), §to predstavlja uvecanje sadrzaja etanola u odnosu na kontrolni uzorak od
13,45%. Medutim, kod uzorka tretiranog mikrotalasima, nakon 32 h SSF procesa dolazi do
opadanja sadrzaja etanola usled pojave inhibicije kvasca visokim sadrzajem etanola, §to je
u skladu i sa opadanjem broja Celija kvasca kao $to je prikazano na slici 5.34.

Takode, na slici 5.33. je zapazeno povecanje koncentracija glukoze na pocetku SSF
procesa (u prvih 8 h) kod uzoraka i sa i bez predtretmana mikrotalasima, ukazujuci na to da
je brzina hidrolize skroba bila vec¢a od brzine potrosnje glukoze od strane ¢elija kvasca.
Ova promena koncentracije glukoze je u skladu sa niskim sadrzajem etanola na pocetku
SSF procesa. Nakon 8 h procesa vrednosti koncentracije glukoze su opadale tokom SSF
procesa. Ovakav trend promene koncentracije glukoze tokom SSF procesa zabeleZen je i
od strane drugih autora [62, 64, 186]. Kod uzorka tretiranog mikrotalasima, veca je
potros$nja glukoze tokom SSF procesa u odnosu na kontrolni uzorak, a nakon 48 h
postignuta je niza koncentracija glukoze u odnosu na kontrolni uzorak i iznosila je 0,67 g/l

(8to odgovara potro$nji glukoze tokom SSF procesa od 99,54%).
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Slika 5.34. Promena broja ¢elija kvasca u toku SSF procesa kukuruznog brasna bez
dodatka aktivatora pri optimalnim parametrima predtretmana mikrotalasima. Uslovi
procesa su kao na slici 5.33. Puna linija — uzorak tretiran mikrotalasima, isprekidana linija
— kontrolni uzorak (bez dejstva mikrotalasa).

Na slici 5.34. se moze videti da se kod uzorka tretiranog mikrotalasima postize veci
broj ¢elija tokom SSF procesa u poredenju sa kontrolom, ali i ranije zapoCinje faza
odumiranja ¢elija kvasca (nakon 26 h) usled inhibicije kvasca proizvodom, odnosno
visokom koncentracijom etanola. Faza odumiranja ¢elija kod kontrolnog uzorka pocinje
tek nakon 44 h SSF procesa. Maksimalan broj éelija od 1,26-10° CFU/ml u uzorku
tretiranom mikrotalasima postignut je nakon 26 h SSF procesa.

Na osnovu slika 5.33. 1 5.34. moZe se videti da se vreme SSF procesa uz
predtretman mikrotalasima moze skratiti na 32 h, kao Sto je to sluc¢aj kod SSF procesa
kontrolnog uzorka (odeljak 5.2.3.4.1.) i uzorka tretiranog ultrazvukom (odeljak 5.2.3.6.3.).
U tabeli 5.22. prikazane su vrednosti procesnih parametara dobijenih prilikom izvodenja

SSF procesa sa i bez predtretmana mikrotalasima nakon 32 h.
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Tabela 5.22. Vrednosti znaéajnih procesnih parametara postignutih nakon 32 h SSF
procesa kukuruznog brasna sa i bez predtretmana mikrotalasima

Kontrola (bez SSF proces uz
Parametar i . predtretman
dejstva mikrotalasa) . .

mikrotalasima
Sadrzaj etanola, % (w/w) 8,70 9,87
Prinos etanola Ypss, g/g 0,45 0,51
Procenat od teorijskog 80,04 90,80

sadrzZ. etanola, %

Vol. produktivnost P,g/I-h 2,72 3,08
Potros$nja glukoze, % 78,75 99,54

Uslovi procesa su kao na slici 5.33.

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 5.22. moze se videti da se SSF proces uz
predtretman mikrotalasima pokazao kao superiorniji u odnosu na kontrolni uzorak u smislu
postizanja visih vrednosti svih procesnih parametara, ustede energije i povecéanja
energetske efikasnosti procesa. Primenom predtretmana mikrotalasima povecan je
maksimalan sadrzaj etanola postignut nakon 32 h SSF procesa (13,45% u odnosu na
kontrolni uzorak), pa se time povecava vrednost i ostalih procesnih parametara. U slucaju
primene predtretmana ultrazvukom povecanje sadrzaja etanola u odnosu na kontrolni
uzorak nakon 32 h SSF procesa je bilo manje i iznosilo je 9,31% (tabela 5.20.). Stoga,
primena predtretmana mikrotalasima doprinosi efikasnijoj dvojno-enzimskoj hidrolizi u
poredenju sa predtretmanom ultrazvukom (slika 5.31.), kao 1 ve¢em porastu sadrzaja
etanola i drugih procesnih parametara u odnosu na kontrolni uzorak tokom SSF procesa
(slike 5.27. 1 5.33., tabele 5.20. i 5.22.).

Zhu i saradnici [62] su ispitivali SSF proces pirinCane slame sa i bez primene
predtretmana mikrotalasima. Takode su utvrdili da se viSe vrednosti sadrzaja i prinosa
etanola postizu ukoliko je uzorak tretiran mikrotalasima, s obzirom da je tada hidrolizat sa
visim sadrzajem fermentabilnih Secera pogodniji za izvodenje fermentacije. Pod
optimalnim uslovima izvodenja SSF procesa sa dejstvom mikrotalasa postigli su
maksimalne vrednosti sadrzaja i prinosa etanola od 25,8 g/l i 57,5%, respektivno, koje su

znatno nize nego u ovom radu jer je u pitanju lignocelulozna sirovina.
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Iako je primena predtretmana mikrotalasima uticala na povecanje produktivnosti
etanola tokom SSF procesa, neophodno je prilikom procene ukupnih troskova proizvodnje

uzeti u obzir i visoku potrosnju energije tokom mikrotalasnog zagrevanja.

5.2.4. Alkoholna fermentacija sa imobilisanim ¢elijama kvasca S. cerevisiae var.

ellipsoideus

5.2.4.1. Uticaj poletne koncentracije glukoze na tok alkoholne fermentacije hidrolizata

kukuruznog brasna pri konstantnoj koli¢ini inokuluma imobilisanog kvasca

Ovaj set eksperimenata je voden u cilju odredivanja optimalne pocetne koncentracije
glukoze za fermentaciju sa imobilisanim delijama kvasca, s obzirom da je pocetna
koncentracija glukoze jedan od bitnih faktora koji uticu na efikasnost alkoholne fermentacije.
IzvrSeno je ispitivanje promene sadrzaja etanola, koncentracije glukoze i1 broja ¢elija tokom
fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze:
150, 175 1 200 g/l. Fermentacija je pra¢ena tokom 74 h, a uzorci su analizirani nakon 2, 14,
26, 38, 50, 62 1 74 h. Koli¢ina inokuluma iznosila je 2% (w/v), §to odgovara pocetnom broju
éelija kvasca od ~5-10" CFU/g &estica. Rezultati ispitivanja prikazani su na slikama 5.35. i
5.36.
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Slika 5.35. Promena sadrzaja etanola i koncentracije glukoze u toku alkoholne fermentacije
hidrolizata kukuruznog brasna pomocu imobilisanog kvasca pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama glukoze. Koli¢ina inokuluma je 2% (w/v). Uslovi procesa: hidromodul
1:3, likvefakcija - t=85 °C, pH=6, 1=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02% (v/w), brzina mesanja
v=150 rpm; saharifikacija - t=55 °C, pH=5, t=4 h, ¢ (SAN Extra L)=0,12% (v/w);
fermentacija - t=30 °C, pH=5, t© =74 h, v=100 rpm. Puna linija — sadrzaj etanola,
isprekidana linija — koncentracija glukoze.

Kao §to je prikazano na slici 5.35., sadrzaj etanola je postepeno rastao tokom
fermentacije pri pocetnim koncentracijama glukoze od 150 i 175 g/l. Najvise vrednosti
sadrzaja etanola tokom 74 h fermentacije postignute su pri pocetnoj koncentraciji glukoze
od 175 g/l. Medutim, pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 200 g/I, postignute su nize
vrednosti sadrzaja etanola zbog pojave inhibicije kvasca supstratom i proizvodom. Na
kraju fermentacije, nakon 74 h, maksimalan sadrzaj etanola je dostignut pri pocetnoj
koncentraciji od 175 g/l i iznosio je 9,22% (w/w). Takode, na slici 5.35. se moZe videti da
se najnize vrednosti glukoze nakon 14 h fermentacije postizu ukoliko je pocetna
koncentracija glukoze 175 g/l, sto je u skladu sa prikazanim rezultatima o promeni sadrzaja
etanola. U ovom sluc¢aju, fermentacija je skoro potpuno zavrSena nakon 50 h fermentacije

kada je koncentracija glukoze iznosila 1,36 g/1, §to odgovara potrosnji glukoze od 99,23%.
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Wendhausen 1 saradnici [210] su objavili da je prinos etanola tokom Sarzne
fermentacije Secerne trske pomoc¢u imobilisanog kvasca S. cerevisiae strogo zavisio od
pocetne koncentracije glukoze. Medutim, u njihovom radu inhibicija supstratom je
zapazena pri veoma visokim pocetnim koncentracijama glukoze (iznad 30%). Roukas
[211] je istrazivao proizvodnju etanola dolivnim postupkom iz melase Secerne repe
pomocu kvasca S. cerevisiae imobilisanog u Ca-alginatu. Najvis$u vrednost sadrZaja etanola
postigao je pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 250 g/l. Ova pocetna koncentracija
glukoze je mnogo visa od optimalne pocetne koncentracije u ovom radu, jer je koris¢en
dolivni postupak proizvodnje kao i razliita sirovina. Roukas [211] i Ozmihci i Kargi [192]
su predlozili koriS¢enje dolivnog postupka proizvodnje etanola kao nacin da se prevazide
inhibicija supstratom koja se javlja pri visokim koncentracijama Secera u sistemu i sa

slobodnim i imobilisanim ¢elijama kvasca.

10,5
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||—a— 200 g/l .
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Slika 5.36. Promena broja celija imobilisanog kvasca u toku alkoholne fermentacije
hidrolizata kukuruznog brasna pri razli¢itim poc€etnim koncentracijama glukoze. Koli¢ina
inokuluma je 2% (w/v). Uslovi procesa kao na slici 5.35.

Kao sto je prikazano na slici 5.36., tokom fermentacije najmanji broj ¢elija kvasca
je zapazen kada je pocCetna koncentracija glukoze iznosila 200 g/1. Do ovoga je doslo usled

inhibicije rasta kvasca supstratom, a na kraju fermentacije i proizvodom. Takode, pri ovoj
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pocetnoj koncentraciji glukoze c¢elije kvasca najranije ulaze u fazu odumiranja. Pri
pocetnoj koncentraciji glukoze od 150 g/l imobilisane ¢elije kvasca brze ulaze u
stacionarnu fazu rasta (s obzirom da je glukoza iz fermentacione podloge mnogo brze
iskori§¢ena od strane kvasaca pri nizoj pocetnoj koncentraciji glukoze) nego pri visoj
koncentraciji od 175 g/l. Na kraju fermentacije najveci broj éelija od 1,51:10° CFU/g
postize se pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l, Sto predstavlja promenu broja
¢elija u odnosu na pocetni broj za 1,48 logaritamskih jedinica.

Troskovi proizvodnje etanola mogu se znacajno smanjiti postizanjem $to veceg
sadrzaja etanola tokom fermentacije kako bi se smanjili troSkovi destilacije etanola, kao i
smanjenjem vremena trajanja alkoholne fermentacije. Na slici 5.35. se moze videti da su
maksimalne vrednosti etanola postignute pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/I. Pri
ovoj pocetnoj koncentraciji glukoze izvrSena je procena osnovnih procesnih parametara
nakon 26, 38 i 74 h fermentacije radi odredivanja optimalne duzine trajanja fermentacije
(tabela 5.23). Veoma visoke vrednosti sadrzaja etanola od 8,90% (w/w), prinosa etanola od
0,46 g/g, procenta od teorijskog sadrzaja etanola od 81,88%, volumetrijske produktivnosti
od 2,34 g/I'h i potrosnje glukoze od 94,14% postignute su nakon 38 h fermentacije pri
pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l. Daljim produzavanjem vremena fermentacije ne
dolazi do znacajnijeg porasta vrednosti procesnih parametara, a dolazi i do smanjenja
volumetrijske produktivnosti. Na osnovu prikazanih rezulatata (slika 5.35., tabela 5.23.)
predlaze se smanjenje vremena fermentacije na 38 h i izbor pocetne koncentracija glukoze
od 175 g/l kao optimalne vrednosti.
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5.2.4.2. Uticaj kolic¢ine inokuluma imobilisanog kvasca na tok alkoholne fermentacije

hidrolizata kukuruznog brasna pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji glukoze

Kako bi se ispitao uticaj pocetne koli¢ine inokuluma na tok alkoholne fermentacije

pracena je promena sadrzaja etanola, koncentracije glukoze i broja ¢elija kvasca tokom 74

h fermentacije sa 10 i 20% (w/v) inokuluma pri optimalnoj pocetnoj koncentraciji glukoze

od 175 g/l. Rezultati ispitivanja su uporedeni sa rezultatima dobijenim tokom fermentacije

sa 2% (w/v) inokuluma i prikazani su na slikama 5.37. i 5.38. U tabeli 5.23. prikazani su

znacajni procesni parametri postignuti tokom fermentacije sa razli¢itim koli¢inama

inokuluma imobilisanog kvasca i konstantnoj pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l.

Tabela 5.23. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutih tokom alkoholne
fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna sa razli¢itim pocetnim koli¢inama inokuluma

imobilisanog kvasca

. Procenat
Pocetna )
. Sadrzaj Prinos od Vol. L.
Vreme, kolic¢ina . . PotrosSnja
i etanola, % etanola teorijskog | produktivn
h inokuluma, . glukoze, %
(wiw) Yepss, 0/ sadrz. ost P, g/lI-h
% (w/v)
etanola, %
2 6,71 0,35 61,73 2,58 84,94
26 10 8,01 0,42 73,69 3,08 92,16
20 7,15 0,37 65,78 2,75 85,10
2 8,90 0,46 81,88 2,34 94,14
38 10 8,20 0,43 75,44 2,16 91,00
20 7,25 0,38 66,70 1,91 94,91
2 9,22 0,48 84,82 1,25 99,93
74 10 8,00 0,42 73,60 1,08 99,52
20 7,50 0,39 69,00 1,01 99,45

Uslovi procesa kao na slici 5.35. Pocetna koncentracija glukoze je 175 g/l.
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Slika 5.37. Promena sadrzaja etanola i koncentracije glukoze u toku alkoholne fermentacije
sa razli¢itim pocetnim koli¢inama inokuluma imobilisanog kvasca. Pocetna koncentracija
glukoze je 175 g/l. Uslovi procesa su kao na slici 5.35. Puna linija — sadrzaj etanola,

isprekidana linija — koncentracija glukoze.
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Slika 5.38. Promena broja celija imobilisanog kvasca u toku alkoholne fermentacije
hidrolizata kukuruznog braSna sa razli¢itim koli¢inama inokuluma. Pocetna koncentracija

glukoze je 175 g/l. Uslovi procesa kao na slici 5.35.
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Maksimalan krajnji sadrzaj etanola (slika 5.37., tabela 5.23.), kao i maksimalan
prinos etanola, procenat od teorijskog sadrzaja etanola i volumetrijska produktivnost,
postignuti su pri pocetnoj koli¢ini inokuluma od 2% (w/v). Nakon 26 h fermentacije
vrednosti ovih procesnih parametara pri ve¢im koli¢inama inokuluma od 10 i 20% (w/v)
bile su mnogo nize od vrednosti parametara postignutih pri koli¢ini inokuluma od 2%
(w/v). Ovo pokazuje da nije potrebno koristiti ve¢e koli¢ine inokuluma jer to nije doprinelo
povecanju sadrzaja etanola a time i drugih procesnih parametara. Tokom fermentacije, pri
svakoj koli¢ini inokuluma, dolazi do opadanja koncentracije glukoze $to je u skladu sa
porastom sadrzaja etanola. Na kraju fermentacije najveéa potrosnja glukoze od 99,93%
postignuta je pri koli¢ini inokuluma od 2% (w/v).

Na slici 5.38. moZe se uociti da pri koli¢ini inokuluma od 2% (w/v) ¢elije brze
ulaze u stacionarnu fazu rasta, a nakon 50 h fermentacije brze i odumiru. Trend promene
broja ¢elija tokom fermentacije sa 10 i 20% (w/v) inokuluma je veoma slican. Maksimalan
broj ¢elija je postignut nakon 50 h pri koli&ini inokuluma od 2% (w/v) i iznosio je 5,25-10°
CFU/g, §to predstavlja promenu broja ¢elija u odnosu na pocetni broj za 2,02 logaritamske
jedinice.

Razlog zbog cega povecanje koli¢ine inokuluma iznad odredene vrednosti nije
rezultovao u povecanju prinosa etanola je verovatno c¢injenica da je pri viSim
koncentracijama inokuluma vise supstrata utroSeno za rast celija kvasca. Optimalna
koli¢ina inokuluma i za slobodne i za imobilisane Celija kvasca je iznosila 2% (w/v), §to
ukazuje na to da ne postoje ograni¢enja difuzije supstrata kod imobilisanih ¢elija i da je

primenjeni metod imobilizacije ¢elija odgovarajudi.

5.2.4.3. Poredenje proizvodnje bioetanola pomocu slobodnih i imobilisanih Celija kvasca

tokom SHF procesa (odvojene saharifikacije i fermentacije)

Tokom fermentacije sa slobodnim ¢elijama kvasca, maksimalne vrednosti sadrzaja
etanola, prinosa etanola, procenta od teorijskog sadrzaja etanola, Vvolumetrijske
produktivnosti i potrosnje glukoze postignute su pri po¢etnoj koncentraciji glukoze od 150
g/l (slika 5.10., tabela 5.12.). Pri ovoj koncentraciji supstrata slobodne celija kvasca

predstavljaju produktivniji sistem od imobilisanih ¢elija. S druge strane, kod fermentacije
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sa imobilisanim kvascem maksimalne vrednosti svih znacajnih procesnih parametara
postignute su pri vi$oj pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l (slika 5.35., tabela 5.23).

Singh 1 saradnici [145] su u svom radu zakljucili da je koncentracija proizvedenog
etanola relativno slicna kod Sarzne fermentacije sa slobodnim i imobilisanim ¢elijama
kvasca u Ca-alginatu. Medutim, u ovom radu imobilisane celije su pokazale povecanu
tolerantnost prema viSim koncentracijama supstrata i proizvoda u odnosu na slobodne
¢elije kvasca. Tokom fermentacije sa imobilisanim kvascem, do inhibicije supstratom je
doslo pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 200 g/l (slika 5.35.), dok su slobodne ¢elije
kvasca inhibirane pri nizoj pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l (slika 5.10.). Smatra
se da su celije imobilisane u Ca-alginatu tolerantnije na etanol s obzirom da matriks ima
zastitnu ulogu pri toksi¢nom delovanju visokih koncentracija etanola, kao §to su objavili
Ciesarova 1 saradnici [212] and Verbelen i saradnici [213].

Wendhausen i saradnici [210] su ispitivali Sarznu fermentaciju sirupa Secerne trske
pomoc¢u imobilisanih i slobodnih ¢elija kvasca S. cerevisiae pri razli¢itih pocetnim
koncentracijama glukoze. Oni su objavili da je pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 10%
postignut prinos etanola od 87% od teorijskog prinosa u imobilisanom sistemu, 1 visi
prinos etanola od 90% u sistemu sa slobodnim c¢elijama. Kada je pocetna koncentracija
glukoze povecana na 20%, visi prinos etanola (92%) je postignut sa imobilisanim nego sa
slobodnim kvascem (88,6%). U ovoj disertaciji, pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 150
g/l, prinos etanola je bio dva puta ve¢i u sistemu sa slobodnim c¢elijama nakon 38 h
fermentacije, ali pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l sistem sa imobilisanim
kvascem se pokazao kao superiorniji (slike 5.10. i 5.35., tabele 5.12. 1 5.23.).

Poredenjem znacajnih procesnih parametara postignutih tokom fermentacije sa
slobodnim i imobilisanim kvascem (tabele 5.12. i 5.23.), visi sadrZaj etanola, volumetrijska
produktivnost i procenat od teorijskog sadrzaja etanola su postignuti u imobilisanom
sistemu pod optimalnim procesnim parametrima (pocetna koli¢ina inokuluma od 2% za
oba sistema; pocetne koncentracije glukoze od 150 i 175 g/l za slobodni i imobilisani
kvasac, respektivno). Porast vrednosti procesnih parametara nije toliko velik u Sarznom
sistemu, ali moze biti od velikog znacaja u kontinualnom fermentacionom sistemu sa
imobilisanim c¢elijama. Prednost imobilisanog sistema moze biti potvrdena detaljnom

ekonomskom analizom kompletnog procesa ukljucujuci i fazu imobilizacije ¢elija. Prema
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tome, primena imobilisanog sistema u kontinualnom postupku proizvodnje etanola je deo

buducih istrazivanja.

5.2.4.4. Kinetika alkoholne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna sa recirkulacijom

imobilisanih Celija kvasca

U ovom eksperimentu su izvodena dva uzastopna ciklusa Sarzne fermentacije pri

istim procesnim uslovima. Svaki ciklus je izvoden pri optimalnim parametrima fermentacije

koji su odredeni u prethodnim eksperimentima: vreme trajanja od 38 h, pocetna koli¢ina

inokuluma od 2% (w/v) 1 po€etna koncentracija glukoze od 175 g/l. U svakoj narednoj Sarzi

vrsena je korekcija po€etnog broja ¢elija, pa je po€etan broj ¢elija kvasca na pocetku svakog

ciklusa bio isti (~5-10" CFU/g &estica). Rezultati ispitivanja su prikazani na slici 5.39. i u

tabeli 5.24.
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Slika 5.39. Promena sadrzZaja etanola i koncentracije glukoze u toku prvog i drugog ciklusa
Sarzne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna pomocu imobilisanog kvasca. Uslovi
procesa: parametri likvefakcije i saharifikacije kao na slici 5.35.; fermentacija - t=30 °C,
pH=5, t =38 h, v=100 rpm, pocetna koncentracija glukoze 175 g/1, koli€¢ina inokuluma 2%
(w/v). Puna linija — sadrzaj etanola, isprekidana linija — koncentracija glukoze.
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Tabela 5.24. Vrednosti znacajnih procesnih parametara i broja ¢elija u prvom i drugom
ciklusu Sarzne fermentacije hidrolizata kukuruznog brasna pomoc¢u imobilisanog kvasca

Fermentacioni ciklus

Parametar I cikius, 38 h I cikius, 38 h
Sadrzaj etanola, % (W/w) 8,90 8,67
Prinos etanola Yps , g/g 0,46 0,45
Procenat od teor. sadrz. 81,88 79,76

etanola, %
Vol. produktivnost P, g/I-h 2,34 2,28
Potrosnja glukoze, % 81,76 77,70
Broj ¢elija, CFU/g 2,50-10° 3,35-107

Uslovi procesa kao na slici 5.39.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 5.39. 1 u tabeli 5.24. moze se videti da su
postignute vrednosti sadrzaja etanola u toku prvog ciklusa neznatno vise nego u drugom
ciklusu. Izmedu 12 i 36 h fermentacije uocava se intezivna produkcija etanola u oba
ciklusa. U skladu sa promenom sadrzaja etanola tokom fermentacije, brzina iskori$éenja
glukoze u prvom ciklusu neznatno je veca nego u drugom ciklusu. U tabeli 5.24. se moze
videti da je broj ¢elija kvasca unutar Cestica Ca-alginata intezivno rastao od prvog do
drugog fermentacionog ciklusa. Takode, na kraju svakog ciklusa sadrzaj etanola i ostali
procesni parametri se neznatno razlikuju, §to pokazuje da su ¢elije kvasca imobilisane u
Ca-alginatu o¢uvale svoju aktivnost u proizvodnji etanola tokom 3 dana. Nakon drugog
ciklusa dobijeni sadrzaj etanola od 8,67% (w/w) je manji od sadrzaja etanola na kraju
prvog ciklusa od 8,90% (w/w) za samo 2,58% (tabela 5.24.).

U drugom ciklusu Sarzne fermentacije sa recirkulisanim ¢elijama, nakon 24, 36 1 38
h, primecéeno je da dolazi do topljenja alginatnih Cestica u izvestnoj meri. Nakon izdvajanja
imobilisanih ¢elija iz fermentacione komine i njihove pripreme za ponovnu recirkulaciju
dolazi do potpunog degradiranja strukture alginatnih Cestica, pa je bilo moguce izvesti
samo dva ciklusa fermentacije. Do razaranja alginatnih Cestica dolazi nakon 3 dana
fermentacije, zbog intezivnog rasta broja celija unutar Ca-alginata (koji je dostigao
vrednost od 3,35-10'° CFU/q) i izdvajanja gasa CO, tokom fermentacije. Naime, intezivno

razmnozavanje c¢elija kvasca unutar matriksa izazvalo je nestabilnost Ca-alginata u
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uslovima niske pH vrednosti tokom fermentacije. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima
istrazivanja Bekers-a 1 saradnika [214] koji su ispitivali Sarznu fermentaciju saharoze
pomocu ¢elija Zymomonas mobilis imobilisanih u Ca-alginatu. Oni su objavili da dolazi do
povecéanja zapremine alginatnih Cestica, a zatim i do njihove degradacije nakon 4-5 dana.

Cestice Ca-alginata sa imobilisanim éelijama kvasca su imale prili¢no ujednacen,
prosecan pre¢nik od 0,8 mm (slika 4.2.). Smatra se da su ¢estice malog pre¢nika pogodnije
za izvodenje fermentacije s obzirom da obezbeduju bolji prenos mase. Kurosawa i saradnici
[215] su u svom radu pokazali da je optimalan precnik alginatnih Cestica sa ¢elijama kvasca
S. cerevisiae 0,5 mm.

Znacaj ove metode imobilizacije je u tome da matriks uspeSno zadrzava celije, a
ujedno je i dovoljno porozan da obezbedi slobodan prenos supstrata i proizvoda [216].
Alginat je veoma pogodan za ovu metodu imobilizacije (obuhvatanje unutar poroznog
matriksa-gela) s obzirom da ima dobre mehanicke osobine, nisku cenu i nije toksi¢an
[217]. Medutim, nedostatak primene Ca-alginata kao imobilizacionog matriksa je taj $to
fosfati, EDTA i katjoni Mg®* i K* mogu razoriti strukturu gela rastvaranjem Ca** jona. To
dovodi do raskidanja veza izmedu Ca i alginata, odnosno do gubitka mehanicke stabilnosti
gela i potpunog razaranja njegove strukture [216]. U ovom radu alginatne Cestice (sa
koncentracijom alginata od 2% w/w) su pokazale dobru fizicku i hemijsku stabilnost u
toku dva ciklusa fermentacije (ukupno 3 dana) i nisu zapaZena ogranicenja difuzije
supstrata i proizvoda. Najafpour i saradnici [7] su takode objavili da je koncentracija
alginata od 2% (w/w) u alginatnim Cesticama bila odgovarajuca za odrzavanje aktivnosti
Cestica u proizvodnji etanola u imobilisanom reaktoru tokom 10 dana. U njihovom radu
koris¢enjem visih koncentracija alginata (3-6% w/w) dobijene su Cestice koje su stabilnije i
¢vrsée ali sa difuzionim ograni¢enjima. Sree i saradnici [218] su ispitivali Sarznu
fermentaciju sa recirkulacijom ¢éelija osmotoleratnog kvasca S. cerevisiae imobilisanog u
Ca-alginatu pri pocetnim koncentracijama glukoze od 150, 200 i 250 g/l i razliCitim
koli¢inama inokuluma (125 i 250 alginatnih Cestica, odnosno 0,3125 i 0,625 g celija
kvasca). Koncentracija alginata je bila 3% (w/w). Pri ovim eksperimentalnim uslovima
uspesno je izvedeno 6 ciklusa fermentacije (svaki u trajanju od 48 h), i u svakom narednom
ciklusu doslo je povecanja krajnjeg sadrzaja etanola. Alginatne Cestice su odrzale svoju

stabilnost u toku 12 dana, Sto je mnogo duze nego u ovom radu, usled drugacije vrste
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kvasca 1 viSe koncentracije alginata u alginatnim cesticama koje su bile dovoljno Cvrste 1

stabilne, a i porozne za transport supstrata i proizvoda.

5.2.4.5. Proizvodnja etanola u postupku simultane saharifikacije i fermentacije (SSF)

kukuruznog brasna pomocu imobilisanog kvasca

U prethodnim eksperimentima koji su izvodeni sa slobodnim ¢elijama kvasca, SSF
proces se pokazao kao ekonomski povoljniji proces u odnosu na odvojenu saharifikaciju i
fermentaciju (SHF) usled znacajne ustede energije, skracenja vremena trajanja, povecanja
prinosa etanola i poboljSanja produktivnosti proizvodnje etanola. Stoga, potrebno je ispitati i
SSF proces sa imobilisanim ¢elijama kvasca (pri razli¢itim radnim temperaturama i pri
dodatku aktivatora) i uporediti dobijene rezultate sa SSF procesom sa slobodnim celijama

kvasca.
5.2.4.5.1. Uticaj temperature na tok SSF procesa

Ovaj set eksperimenata voden je u cilju odredivanja optimalne temperature za
izvodenje SSF procesa. U tu svrhu ispitivane su tri radne temperature: 30, 37 i 42 °C.
Sadrzaj etanola, koncentracija glukoze i broj ¢elija mereni su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 i
48 h SSF procesa. KoriS¢ene su optimalne koncentracije enzima Termamyl SC (0,02%
v/iw) i SAN Extra L (0,12% v/w), kao i optimalna koli¢ina inokuluma od 2% (W/v),
odredeni u prethodnim eksperimentima. Po&etan broj ¢elija kvasca je iznosio ~5-10" CFU/g
Cestica. Koncentracija glukoze na pocetku SSF procesa (nakon likvefakcije) iznosila je
~100 g/l. Promena sadrzaja etanola i koncentracije glukoze u toku 48 h SSF procesa
kukuruznog brasna sa imobilisanim ¢elijama kvasca pri razli¢itim radnim temperaturama

prikazana je na slici 5.40.
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Slika 5.40. Promena sadrzaja ctanola i koncentracije glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog brasna sa imobilisanim ¢elijama kvasca 1 pri razli¢itim temperaturama. Uslovi
procesa: likvefakcija - hidromodul 1:3, t=85 °C, pH=6, t=1 h, ¢ (Termamyl SC)=0,02%
(v/w), brz. meSanja v=150 rpm; SSF proces - pH=5, 1=48 h, brz. meSanja v=100 rpm, ¢
(SAN Extra L)=0,12% (v/w), koli¢ina inokuluma 2% (w/v), po&etan br. éelija ~5-10
CFU/g. Puna linija — sadrzaj etanola, isprekidana linija — koncentracija glukoze.

Kao §to je prikazano na slici 5.40., sadrzaj etanola postepeno raste sve vreme
trajanja SSF procesa pri svakoj radnoj temperaturi. Medutim, na temperaturi od 42 °C
postignute su veoma niske vrednosti sadrZaja etanola. Ove vrednosti sadrzaja etanola su
bile vise od onih postignutih tokom SSF procesa sa slobodnim ¢elijama kvasca pri istoj
temperaturi od 42 °C (slika 5.17.), ali jo§ uvek nezadovoljavaju¢e. Maksimalan sadrzaj
etanola od 9,42% (w/w), prinos etanola od 0,49 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja
etanola od 86,66%, volumetrijska produktivnost od 1,96 g/l'h i potro$nja glukoze od
97,72% nakon 48 h SSF procesa postignuti su na temperaturi od 30 °C. Vrednosti
procesnih parametara postignutih na temperaturi od 37 °C bile su nize nego na temperaturi
od 30 °C (slika 5.40., tabela 5.25.)

Na slici 5.40. se moze videti da su vrednosti koncentracije glukoze bile najvise na
temperaturi od 42 °C, a najnize na temperaturi od 30 °C. Ovi rezultati su u skladu sa

promenom sadrzaja etanola s obzirom da se glukoza koristi od strane ¢elija kvasca kao

214



Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

izvor ugljenika. Veoma visoka temperatura od 42 °C je imala inhibitorni efekat na rast
kvasca i produkciju etanola. Kao i tokom SSF procesa sa slobodnim ¢elijama, i u sluéaju
imobilisanog kvasca zapaZen je porast koncentracije glukoze na pocetku SSF procesa pri
svakoj radnoj temperaturi. To ukazuje da je tada brzina hidrolize bila veca od brzine
fermentacije, a produkcija etanola neznatna. Na kraju SSF procesa na 30, 37 i 42 °C
koncentracija glukoze je opala do vrednosti 2,19 g/l, 20,55 g/l i 30,32 g¢/l, respektivno.
Veoma niska vrednost krajnje koncentracije glukoze na 30 °C ukazuje na zavrSetak
fermentacije s obzirom da je glukoza skoro potpuno utroSena.

U tabeli 5.25. prikazane su vrednosti procesnih parametara dobijenih nakon 48 h
SSF procesa na temperaturama od 30 i 37 °C. Veoma niske vrednosti ovih procesnih
parametara dobijene tokom SSF procesa na temperaturi od 42 °C nisu prikazane s obzirom

da se smatraju zanemarljivim.

Tabela 5.25. Vrednosti znaéajnih procesnih parametara postignutih nakon 48 h SSF
procesa kukuruznog bra$na sa imobilisanim ¢elijama kvasca na razli¢itim radnim
temperaturama

Temperatura, °C 30 37
Sadrzaj etanola, % (W/w) 9,42 8,50
Procenat od teorijskog sadrz.
86,66 78,20
etanola, %

Prinos etanola Ypys, g/g 0,49 0,44
Vol. produktivnost P, g/I'‘h 1,96 1,77
Potrosnja glukoze, % 97,72 77,61

Uslovi procesa su isti kao na slici 5.40.

Sree et al. [218] su ispitivali Sarznu fermentaciju sa termotoleratnim kvascem S.
cerevisiae VS; imobilisanim u Ca-alginatu. Optimalna radna temperatura je iznosila 30 °C,
a na temperaturi od 42 °C postignuti su veoma niski prinosi etanola, sli¢no rezultatima u
ovom radu. Nasuprot ovome, Liu i saradnici [219] su objavili da je za Sarznu proizvodnju
etanola iz sirka pomocu kvasca S. cerevisiae (CICC 1308) imobilisanog u Ca-alginatu,

optimalna temperatura nesto visa nego u ovoj disertaciji i iznosi 37 °C. Caylak and Sukan
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[174] su ispitivali Sarznu alkoholnu fermentaciju iz sintetickog medijuma sa S. cerevisiae
ali koji je imobilisan u 2% gelu agara. Optimalna temperatura je u njihovom radu je nesto
niza i iznosi 28 °C (s obzirom da se kao nosa¢ za imobilizaciju koristi agar umesto Ca-
alginata), a postignute vrednosti sadrzaja etanola i volumetrijske produktivnosti u toku 96
h fermentacije su niZe nego u ovom radu.

Promena broja ¢elija imobilisanog kvasca tokom SSF procesa kukuruznog brasna

pri razli¢itim temperaturama prikazana je na slici 5.41.

T

log (br.celija, CFU/Q)

6,5

6Ot+————T 7T T T T T

Vreme, h

Slika 5.41. Promena broja ¢elija imobilisanog kvasca u toku SSF procesa kukuruznog
brasna pri razli¢itim temperaturama. Uslovi procesa su isti kao na slici 5.40.

Kao $to je prikazano na slici 5.41., na temperaturama 30 1 37 °C nije uocena lag
faza, broj ¢elija je postepeno rastao tokom svih 48 h SSF procesa, i nije uo¢eno smanjenje
broja ¢elija odnosno faza odumiranja. Maksimalni broj c¢elija imobilisanog kvasca je
postignut na 30 °C i iznosio je 1,05-10° CFU/ g Cestica. Ovi rezultati odgovaraju ¢injenici
da ne postoji faza opadanja ni u produkciji etanola tokom SSF procesa na 30 i 37 °C (slika
5.40.). Tokom SSF procesa na temperaturi od 42 °C broj ¢elija polako opada ukazujuc¢i na
to visoka temperatura negativno utice na rast ¢elija kao i da je doslo do inhibicije kvasca
supstratom. Profil promene broja ¢elija imobilisanog kvasca tokom SHF procesa (na 30 °C

i pri pocetnoj koncentraciji glukoze od 176 g/l) prikazan na slici 5.36. je drugaciji nego
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tokom SSF procesa pri istim procesnim uslovima (slika 5.41). Naime, u 50 h SHF procesa
postignut je maksimalan broj c¢elija od 5,25:10° CFU/g nakon cCega nastupa faza
odumiranja. Faza odumiranja ¢elija nije uoc¢ena kod SSF procesa. Tokom 48 h SHF i SSF
procesa (pri istim procesnim uslovima) dosSlo je do promene broja ¢elija u odnosu na
pocetan broj od 2,02 i 1,32 logaritamskih jedinica, respektivno.

Roukas [211] je ispitivao proizvodnju etanola dolivnim postupkom iz melase
SeCerne repe pomocu kvasca S. cerevisiae, slobodnog i imobilisanog u Ca-alginatu.
Maksimalan broj ¢éelija imobilisanog kvasca od 2,4-10° CFU/g postignut je pri po&etnoj
koncentraciji glukoze od 200 g/l i radnoj temperaturi od 30 °C, $to je slicno rezultatima u
ovom radu.

Ukoliko se uporedi promena sadrzaja etanola tokom SHF i SSF procesa sa
imobilisanim ¢elijama kvasca pri istim eksperimentalnim uslovima (slike 5.35. 1 5.40.,
tabele 5.23. 1 5.25.) moze se videti da sadrzaj etanola raste Sve vreme trajanja SSF procesa,
dok se kod SHF procesa uocava nagli porast sadrzaja etanola do 26 h a nakon toga se
dobijaju relativno bliske vrednosti sadrzaja etanola. Bez obzira na razliCiti profil
produkcije etanola kod SHF i SSF procesa, krajnji sadrzaj etanola, nakon 48 h procesa, je
veoma sli¢an za ova dva procesa 1 iznosi 9,22 1 9,42% (w/w), respektivno. Postepen porast
sadrzaja etanola tokom SSF procesa je i ocekivan s obzirom da se uporedo sa
fermentacijom vrsi i saharifikacija, pa je i postepeno opadanje koncentracije glukoze, dok
se kod SHF procesa uocava nagli pad koncentracije glukoze (slike 5.35. 1 5.40.). Sli¢na
kinetika SHF 1 SSF procesa bez dodatka aktivatora je 1 u slucaju slobodnih ¢elija kvasca,
Sto se moZze videti na slici 5.23.

Takode, kod SHF procesa (pri optimalnim parametrima procesa) uspesno se moze
skratiti vreme trajanja procesa na 38 h, dok se SSF proces izvodi 48 h. Ukoliko bi se zbirno
posmatralo vreme trajanja dvojno-enzimske hidrolize i SHF procesa, odnosno likvefakcije

i SSF procesa, to bi iznosilo 43 i 49 h, respektivno.
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5.2.4.5.2. Uticaj dodatka razlicitih aktivatora (mineralnih soli i vitamina) na tok SSF

procesa

Ovaj set eksperimenata je voden u cilju ispitivanja pobolj$anja proizvodnje etanola
i rasta kvasca tokom SSF procesa dodatkom razlicitih aktivatora (mineralnih soli i
vitamina). Koris¢ene su optimalne koncentracije enzima Termamyl SC (0,02% v/w) i SAN
Extra L (0,12% v/w), optimalna koli¢ina inokuluma od 2% (w/v) i optimalna temperatura
procesa od 30 °C, odredeni u prethodnim eksperimentima. Koncentracija glukoze na
pocetku SSF procesa (nakon likvefakcije) iznosila je ~100 g/l. Pocetan broj ¢elija kvasca je
iznosio ~5-10° CFU/g Cestica. Koris¢eni su sledec¢i aktivatori kvasca: MgSO,4-7H,0 (2 g/l
Sto odgovara koncentraciji Mg®* jona od 10 mM), ZnSO,7H,0 (0,3 g/l §to odgovara
koncentraciji Zn** jona od 1 mM), Ca-pantotenat (30 mg/l), inozitol (350 mg/l) i biotin (64
ug/l), i to na sledeci nac¢in — samo mineralne soli, samo vitamini i sme$a mineralnih soli i
vitamina. Istovremeno je izvoden SSF proces bez dodatka aktivatora (kontrolni uzorak)
pod istim eksperimentalnim uslovima kako bi moglo da se izvrSi poredenje rezultata. S
obzirom da se prilikom svakog izvodenja alkoholne fermentacije obavezno dodaju soli: 0,4
g/l MgSQ,4-7H,0, 2 g/l (NH4)SO4 i 4 g/l KH,PO, (poglavlje 4.2.6.), neophodno je naglasiti
da je koncentracija jona Mg”* pre dodatnog obogaéivanja hidrolizata iznosila 1,5 mM.

Sadrzaj etanola 1 broj ¢elija imobilisanog kvasca postignuti nakon 48 h SSF procesa
sa dodatkom samo mineralnih soli, samo vitamina 1 smeSe mineralnih soli 1 vitamina,
uporedeni su sa kontrolnim uzorkom (bez aktivatora), i prikazani su na slikama 5.42. i

5.43.
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Slika 5.42. Uticaj dodatka mineralnih soli, vitamina i smeSe mineralnih soli i vitamina na
sadrzaj etanola nakon 48 h SSF procesa kukuruznog braSna sa imobilisanim kvascem.
Uslovi procesa: isti kao na slici 5.40. osim §to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori:
ZnS0O47H,0 (0,3 g/l), MgSO,4-7H,0 (2 g/l), Ca-pantotenat (30 mg/l), biotin (64 pg/l),
inozitol (350 mg/l). Brojevi iznad stubova predstavljaju procenat uveéanja sadrzaja etanola
u odnosu na kontrolni uzorak.

Na slici 5.42. se moze videti da je maksimalni porast sadrzaja etanola od 8,60% u
odnosu na kontrolni uzorak postignut dodatkom samo mineralnih soli. U ovom slucaju,
sadrzaj etanola je iznosio 10,23% (w/w). Visoka vrednost sadrzaja etanola od 9,97% (w/w)
postignuta je i u uzorku sa dodatkom smese mineralnih soli i vitamina (povecanje sadrzaja
etanola od 5,80% u odnosu na kontrolni uzorak). Veoma malo poboljSanje proizvodnje
etanola uoceno je u uzorku sa dodatkom samo vitamina kao aktivatora (povecanje sadrzaja

etanola od 1,40% u odnosu na kontrolni uzorak).
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Slika 5.43. Uticaj dodatka mineralnih soli, vitamina i smeSe mineralnih soli i vitamina na
broj ¢elija imobilisanog kvasca nakon 48 h SSF procesa kukuruznog brasna. Uslovi
procesa: isti kao na slici 5.40. osim $to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori su isti
kao na slici 5.42.

Ispitivajuci uticaj dodatih aktivatora na rast kvasca (slika 5.43.), porast broja Celija
imobilisanog kvasca u uzorcima sa dodatkom mineralnih soli i smeSe mineralnih soli i
vitamina je bio priliéno mali, za 0,05 i 0,10 logaritamskih jedinica u odnosu na kontrolni
uzorak, respektivno. Dodatak samo vitamina kao aktivatora najvise je uticao na porast broj
¢elija, 1 to za 0,25 logaritamskih jedinica u odnosu na kontrolni uzorak. U ovom slu¢aju
postignut je broj ¢elija od 1,86-10° CFU/g.

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama 5.42. i 5.43., dodatak mineralnih soli
doprineo je maksimalnom porastu sadrzaja etanola i najmanjem porastu broja ¢éelija u
odnosu na kontrolne uzorke, jer je potroSnja supstrata bila vise usmerena ka proizvodnji
etanola nego ka proizvodnji biomase. Nasuprot tome, dodatak vitamina doprineo je
maksimalnom porastu broja celija i najmanjem porastu sadrzaja etanola u odnosu na
kontrolne uzorke. Na osnovu ovog, mineralne soli su izabrane kao najpogodniji aktivatori
za SSF proces sa imobilisanim ¢elijama kvasca s obzirom da je na taj nafin postignuto
maksimalno povecanje sadrzaja etanola. Takode, dodatak samo mineralnih soli je

ekonomski povoljniji nego dodatak smeSe mineralnih soli 1 vitamina.
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Znacaj dodatka mineralnih soli i vitamina i njihov uticaj na proizvodnju etanola i
fiziologiju ¢elija kvasca detaljnije je obraden u odeljku 5.2.3.3., a i ispitivan je u radovima
mnogih autora [115, 116, 120, 194-196].

Kao Sto je ranije napomenuto, Ca-alginat gel moze pokazati nestabilnost u
prisustvu odredenih jedinjenja koja imaju veliki afinitet prema jonima Ca®', kao 3to su
fosfati, soli mle¢ne i limunske kiseline i joni K* i Mg®*. S druge strane, nemoguce je izbeéi
prusustvo magnezijuma, fosfata i drugih nutrijenata u fermentacionom medijumu s
obzirom da su oni neophodni za metabolizam i1 odrzavanje viabilnosti Celija kvasca. U
ovom radu postignuta je visoka produktivnost tokom SSF procesa, a ujedno je i dodatkom
mineralnih soli u odgovarajucoj koli¢ini sauvana fizi¢ka i hemijska stabilnost alginatnih
Cestica.

Vrednosti zna€ajnih procesnih parametara postignutih nakon 48 h SSF procesa sa
dodatkom mineralnih soli (MgSO,4-7H,0 i ZnSO,47H,0) kao najpogodnijih aktivatora,

uporedeni su sa kontrolnim uzorkom i prikazani su u tabeli 5.26.

Tabela 5.26. Uticaj dodatka mineralnih soli na vrednosti znacajnih procesnih parametara
postignutim nakon 48 h SSF procesa kukuruznog brasna

Kontrola (bez MgSO,47H,0 (2 g/l) +
Parametar )
aktivatora) ZnSO47H,0 (0,3 g/l)
SadrZaj etanola, % (W/w) 9,42 10,23
Prinos etanola Ypys, g/g 0,49 0,53
Procenat od teorijskog 86.66 9411
sadrzZ. etanola, %
Vol. produktivnost P,g/I-h 1,96 2,13
Potro$nja glukoze, % 97,72 98,32

Uslovi procesa su kao na slici 5.42.

U tabeli 5.26. moze se videti da je dodatak mineralnih soli (MgSO47H,0 i
ZnS0O47H,0) pored poveéanja sadrzaja etanola, doprineo i poveéanju vrednosti ostalih

procesnih parametara.
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Nakon utvrdivanja da su mineralne soli (MgSO,4-7H,0 i ZnSO,4-7H,0) najpogodniji
aktivatori, pracena je kinetika SSF procesa sa dodatkom istih. Sadrzaj etanola,
koncentracija glukoze i broj ¢elija kvasca odredivani su nakon 4, 8, 20, 26, 32, 44 i 48 h SSF
procesa. Proizvodnja etanola, potrosnja glukoze i promena broja ¢elija kvasca u toku 48 h

SSF procesa sa i bez dodatka aktivatora prikazani su na slikama 5.44. i 5.45.
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Slika 5.44. Kinetika proizvodnje etanola i1 potroSnje glukoze tokom SSF procesa
kukuruznog brasna pomocu imobilisanog kvasca, sa i bez dodatka mineralnih soli. Uslovi
procesa: isti kao na slici 5.40. osim $to je SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori:
ZnSO47H,0 (0,3 g/l) i MgSO47H,O (2 g¢/l). Puna linija- sa dodatkom aktivatora,
isprekidna linija — kontrola (bez dodatka aktivatora).

Na slici 5.44. mozZe se videti da je trend rasta sadrZaja etanola je sli¢an tokom SSF
procesa sa i bez dodatka aktivatora. Tokom 48 h procesa, ali i na kraju SSF procesa,
sadrzaj etanola je bio visi u uzorku sa dodatim aktivatorima, $to je u skladu sa rezultatima
prikazanim na slici 5.42. i u tabeli 5.26. Takode se moze videti da se kao i u kontrolnom

uzorku bez dodatka aktivatora, vreme trajanja procesa ne moze skratiti ve¢ je iznosilo 48 h.
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Slika 5.45. Promena broja ¢elija imobilisanog kvasca u toku SSF procesa kukuruznog
brasna sa i bez dodatka mineralnih soli. Uslovi procesa: isti kao na slici 5.40. osim S§to je
SSF proces izvoden na 30 °C. Aktivatori: ZnSO,4-7H,0 (0,3 g/l) i MgSO,4-7H,0 (2 g/l).
Puna linija- sa dodatkom aktivatora, isprekidna linija — kontrola (bez dodatka aktivatora).

S obzirom da dodatak mineralnih soli nije znac¢ajno uticao na povecanje broja Celija
(slika 5.43.), to je joS jednom potvrdeno rezultatima prikazanim na slici 5.45. Porast broja
¢elija u odnosu na pocetan broj, na kraju SSF procesa bez i sa dodatkom aktivatora je bio

sli€an 1 iznosio je 1,32 1 1,4 logaritamskih jedinica, respektivno.

5.2.4.6. Poredenje proizvodnje bioetanola pomocu slobodnih i imobilisanih Celija kvasca

tokom SSF procesa kukuruznog brasna sa i bez dodatka aktivatora

U ovom poglavlju sumirani su rezultati dobijeni u prethodnim eksperimentima
tokom SSF procesa pomocu slobodnih i imobilisanih ¢elija kvasca, sa i bez dodatka
aktivatora. Poredenje je izvrSeno samo u sluc¢aju SSF procesa s obzirom da se ovaj proces
pokazao kod oba celijska sistema kao superiorniji i ekonomski povoljniji u odnosu na SHF
proces sa aspekta povecanja produktivnosti i znacajne usStede energije. Na slici 5.46.
prikazana je promena sadrzaja etanola tokom SSF procesa pri optimalnim vrednostima

parametara koji su isti za oba Celijska sistema: optimalna temperatura od 30 °C i
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MgSQO,-7H,0 (2 g/l) i ZnSO4-7H,0 (0,3 g/l) kao optimalna vrsta i koncentracija aktivatora.
U tabeli 5.27. prikazane su vrednosti svih znaajnih procesnih parametara postignutih

nakon 48 h SSF procesa sa i bez dodatka aktivatora pri optimalnim procesnim uslovima.

12 ]| —m—slob. cel bez aktivatora
1| —®@— slob. cel. sa aktivatorima
| imob. cel bez aktivatora
10 1] —w—imob. cel. sa aktivatorima

Sadrzaj etanola, % (w/w)

Slika 5.46. Kinetika proizvodnje etanola tokom SSF procesa kukuruznog brasna sa
slobodnim i imobilisanim kvascem, sa i bez dodatka aktivatora kvasca. Uslovi procesa: isti
kao na slici 5.40. osim §to je SSF proces izvoden na 30 °C. Optimalna vrsta i koncentracija
aktivatora je ista za slobodan i imobilisan kvasac: MgSO,4-7H,0 (2 g/l) i ZnSO4-7H,0 (0,3

g/l).

Tabela 5.27. Vrednosti znacajnih procesnih parametara postignutin nakon 48 h SSF
procesa kukuruznog brasna sa slobodnim i imobilisanim ¢elijama kvasca na temperaturi od
30 °C, sa i bez dodatka aktivatora. Vrsta i koncentracija aktivatora kao na slici 5.46.

Slobodni kvasac Imobilisani kvasac
Parametar
bez aktivatora | sa aktivatorima | bez aktivatora | sa aktivatorima
Sadrzaj etanola, % (w/w) 8,83 9,13 9,42 10,23
Prinos etanola Ypss, g/g 0,46 0,48 0,49 0,53
Procenat od teor. sadrz.
81,23 83,99 86,66 94,11
etanola, %
Vol. produktivnost P, g/I'h 1,84 1,90 1,97 2,13
PotrosSnja glukoze, % 98,84 99,19 97,72 98,32
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Kao sto je prikazano na slici 5.46., trend rasta sadrzaja etanola tokom SSF procesa
sa imobilisanim 1 slobodnim c¢elijama kvasca se razlikuje. Naime, sadrzaj etanola se
postepeno povecavao U toku SSF procesa sa imobilisanim kvascem, bez faze opadanja,
usled toga Sto se imobilizacijom povecala tolerantnost ¢elija kvasca na etanol. U ovom
slu¢aju, vreme trajanja procesa od 48 h nije potrebno smanjiti s obzirom da se veoma
visoke vrednosti svih procesnih parametara postizu na kraju SSF procesa (tabela 5.27.). S
druge strane, zbog drugacijeg trenda rasta sadrzaja etanola, u prethodnim eksperimentima
ustanovljeno je da je moguce skratiti vreme trajanje SSF procesa sa slobodnim celijama
kvasca na 32 h jer nakon toga ne dolazi do znacajnog porasta sadrzaja etanola i drugih
procesnih parametara. Sadrzaj etanola nakon 48 h SSF procesa (bez dodatka aktivatora)
pomocu slobodnih i imobilisanih ¢elija kvasca je iznosio 8,83 i 9,42% (w/w), respektivno
(slika 5.46, tabela 5.27.). Takode, maksimalne vrednosti prinosa etanola, procenta od
teorijskog sadrzaja etanola i volumetrijske produktivnosti postignute u imobilisanom
sistemu su bile vise nego u sistemu sa slobodnim ¢elijama kvasca. Uzimajuci u obzir sve
ove Cinjenice, imobilisani sistem se smatra superiornijim u odnosu na sistem sa slobodnim
kvascem pri izvodenju SSF procesa bez dodatka aktivatora. Vazno je napomenuti da je u
ovoj disertaciji takode ispitivan i SSF proces bez dodatka aktivatora pomocu slobodnog
kvasca i sa predtretmanom ultrazvukom i mirotalasima kada su nakon 48 h procesa
postignute vrednosti sadrzaja etanola iznosile 9,28 1 8,44% (w/w), respektivno, uz veoma
izrazenu inhibiciju proizvodom u slué¢aju primene mikrotalasa (slike 5.27. i 5.33.). Ove
vrednosti sadrzaja etanola su visoke, medutim primena ovih predtretmana zahteva veliki

utroSak energije pa se sa energetskog i ekonomskog aspekta smatraju nepovoljnim.

Roukas [211] je objavio da je u sistemu sa imobilisanim kvascem postignut isti
sadrzaj etanola, ali i visi prinos etanola u poredenju sa sistemom sa slobodnim kvascem
pod istim uslovima fermentacije, slicno rezultatima u ovom radu. Ramakrishna i
Prakasham [220] su objavili da je produktivnost proizvodnje etanola sa imobilisanim
¢elijama kvasca mnogo visa nego sa slobodnim ¢elijama kvasca, usled postizanja visoke
koncentracije aktivnih celija unutar bioreaktora 1 odredenih c¢elijskih ili genetskih
modifikacija indukovanih imobilizacijom. Imobilisane ¢elije kvasca se takode smatraju
tolerantnijim na etanol s obzirom da ih matriks Stiti od toksi¢nih koncentracija etanola

[212, 213].
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Ukoliko se uporedi promena koncentracije glukoze ostvarena tokom SSF procesa
bez aktivatora sa slobodnim i imobilisanim kvascem na temperaturi od 42 °C moze se
uociti razlika u trendu opadanja koncentracije (Slike 5.17. i 5.40.). Tokom SSF procesa sa
slobodnim kvascem nije doSlo do potroSnje glukoze ve¢ se koncentracija glukoze
postepeno povecavala (slika 5.17.). S druge strane, tokom SSF procesa sa imobilisanim
kvascem trend opadanja koncentracije glukoze je bio slican kao na nizim temperaturama
procesa od 30 i 37 °C (slika 5.40.). Ovakvo ponaSanje ukazuje na to da je kod slobodnih
¢elija kvasca izrazenija inhibicija visokom koncentracijom supstrata nego kod imobilisanih
¢elija kvasca, a i takode ukazuje na =zastitni efekat imobilizacije prema visokim
temperaturama.

Objavljen je wveliki broj kontradiktornih rezultata koji pokazuju smanjenu,
nepromenjenu ili poveéanu brzinu ¢elijskog rasta u sistemu sa imobilisanim u odnosu na
sistem sa slobodnim c¢elijama kvasca [221]. Prema rezultatima u ovoj disertaciji (slike
5.18. 1 5.41.), nakon 48 h SSF procesa bez aktivatora na 30 °C broj ¢elija kvasca postignut
u imobilisanom ¢elijskom sistemu (1,05:10° CFU/g) je bio visi nego u slobodnom
Gelijskom sistemu (4,47-10" CFU/ml).

Interesantna je Cinjenica da je maksimalni porast sadrzaja etanola tokom SSF
procesa i u slobodnom i u imobilisanom ¢elijskom sistemu postignut dodatkom mineralnih
soli kao aktivatora (slike 5.19. 1 5.42., tabela 5.27.). U ovim uzorcima sadrzaj etanola u
imobilisanom sistemu (10,23% w/w) je bio viSi nego u slobodnom ¢elijskom sistemu
(9,13% w/w) nakon 48 h procesa. Medutim, dodatak mineralnih soli doprineo je
najmanjem porastu broja celija kvasca kod oba sistema (slike 5.20. 1 5.43.). Vreme trajanja
SSF procesa sa dodatkom aktivatora kod oba ¢elijska sistema nije skracivano i iznosilo je
48 h.

Analizom prikazanih rezultata kao ekonomski i energetski najpovoljniji postupak
proizvodnje bioetanola usvojen je SSF proces sa dodatkom aktivatora pomoc¢u imobilisanih
¢elija kvasca. Prednosti ovog postupka su: veoma visok sadrzaj etanola od 10,23% (w/w)
nakon 48 h procesa $to predstavlja 94,11% od teorijskog sadrzaja etanola, povecana
tolerantnost ¢elija kvasca na visoke koncentracije etanola i visoke temperature usled
zaStitne uloge matriksa, eliminacija inhibicije proizvodom i moguénost ponovnog
koriS¢enja (recirkulacije) kvasca. Takode, imobilisane ¢elije pruzaju moguénost primene i

dodatnog povecanja produktivnosti u kontinualnom postupku proizvodnje bioetanola.
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ZAKLJUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata eksperimentalnog rada mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

1.

Ispitivanjem faza likvefakcije i saharifikacije dvojno-enzimske hidrolize kukuruzne
krupice 1 kukuruznog braSna ostvarena je efikasnija hidroliza skroba, odnosno viSa
koncentracija 1 prinosi glukoze koris¢enjem kukuruznog brasna kao sirovine, pri istim
koncentracijama enzima Termamyl SC i SAN Extra L i istom hidromodulu. Manje
dimenzije Cestica i neSto visi sadrzaj skroba kukuruznog brasna u odnosu na kukuruznu
krupicu znatno povecavaju stepen hidrolize skroba. Kukuruzno brasno je izabrano kao
sirovina za proces dobijanja bioetanola.

Optimizacijom faza likvefakcije i1 saharifikacije dvojno-enzimske hidrolize
kukuruznog brasna usvojeni su slede¢i optimalni parametri procesa: hidromodul 1:3,
koncentracija enzima Termamyl SC od 0,02% (v/w) i koncentracija enzima SAN Extra
L od 0,12% (viw).

Ispitivanjem fermentativnih sposobnosti cetiri razli¢ite vrste kvasca (Saccharomyces
cerevisiae, S. cerevisiae var. ellipsoideus, S. carlsbergensis i Schizosaccharomyces
pombe) na hidrolizatu kukuruznog brasna, S. cerevisiae var. ellipsoideus je pokazao
najbolje fermentativne karakteristike dajuci najvisSe vrednosti sadrzaja etanola i ostalih
procesnih parametara. Ovaj kvasac je koris¢en u svim daljim eksperimentima kao
proizvodni mikroorganizam.

Za izvodenje alkoholne fermentacije sa slobodnim celijama kvasca S. cerevisiae var.
ellipsoideus usvojeni su slede¢i optimalni parametri: pocetna koncentracija glukoze od
150 g/1, koli¢ina inokuluma od 2% (v/v) i vreme trajanja fermentacije od 38 h. U ovom
slucaju postizu se sledece vrednosti najvaznijih parametara alkoholne fermentacije:
sadrzaj etanola od 8,42% (w/w), prinos etanola od 0,44 g/g, procenat od teorijskog
sadrzaja etanola od 77,46%, volumetrijska produktivnost od 2,21 g/l'‘h i potro$nja
glukoze od 99,09%, kao i maksimalan broj ¢elija od 2,09-10% CFU/mI.
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5.

Ispitivanjem postupka odvojene saharifikacije i fermentacije (SHF) pomoc¢u slobodnog
kvasca i sa dodatkom razli¢itih aktivatora kvasca u hidrolizat kukuruznog brasna,
utvrdeno je da su najpogodniji aktivatori sledec¢a smeSa mineralnih soli i vitamina: Ca-
pantotenat (2 g/l), MgSO47H,O (2 g/l) i ZnSO47H,0 (0,3 g/l). Izborom ovih
aktivatora postignut je maksimalni porast sadrzaja etanola i neznatni porast broja ¢elija
kvasca u odnosu na kontrolni uzorak, jer je potro$nja supstrata usmerena vise ka
produkciji etanola nego ka stvaranju biomase. Dodatkom ovih aktivatora postignuto je
povecanje vrednosti i ostalih procesnih parametara u odnosu na kontrolu. Kao kod
izvodenja fermentacije bez dodatka aktivatora, tako i u ovom sluc¢aju ekonomika
proizvodnje etanola se moze poboljsati skra¢enjem vremena fermentacije na 38 h kada
se postizu sledece vrednosti procesnih parametara: sadrzaj etanola od 9,67% (w/w),
prinos etanola od 0,50 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 88,96%,
volumetrijska produktivnost od 2,54 g/Ih i potro$nja glukoze od 93,69%.

Ispitivanjem procesa simultane saharifikacije i fermentacije (SSF) kukuruznog brasna
pomocu slobodnog kvasca usvojena je optimalna temperatura od 30 °C i vreme trajanja
procesa od 32 h. Pri ovim uslovima procesa postignute su visoke vrednosti svih
procesnih parametara: sadrzaj etanola od 8,70% (w/w), procenat od teorijskog sadrzaja
etanola od 80,04%, prinos etanola od 0,45 g/g, volumetrijska produktivnost od 2,72
g/I'h 1 potrosnja glukoze od 78,75%. Na ovaj nacin znacajno se smanjuju troskovi
proizvodnje etanola i postizu velike uStede energije, s obzirom da je optimalna
temperatura od 30 °C znatno niza od optimalne temperature za dejstvo glukoamilaze
(55 °C) u fazi saharifikacije, a takode skracuje se ukupno vreme procesa za 4 h tj za
vreme potrebno za izvodenje saharifikacije.

Kao najpogodniji aktivatori kvasca pri izvodenju SSF procesa usvojene su mineralne
soli: MgSQO,4-7H,0 (2 g/l) i ZnSO4-7H,0(0,3 g/l) koji su doprineli povecanju sadrzaja
etanola i ostalih procesnih parametara. Medutim, ispitivanjem Kinetike SSF procesa sa
dodatkom ovih aktivatora utvrdeno je da su povecanja procesnih parametara
nezadovoljavajuca i da nije moguce skratiti vreme trajanja procesa.

Poredenjem postupka proizvodnje etanola u SHF i SSF procesu sa slobodnim ¢elijama
kvasca, sa i bez dodatka aktivatora, izvodenim pri optimalnim procesnim uslovima i
nakon optimalnog vremena trajanja svakog procesa, kao i analizom vrednosti svih

postignutih procesnih parametara ustanovljeno je da je u proizvodnji etanola iz
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10.

11.

kukuruznog braSna pomocu slobodnih c¢elija kvasca ekonomski najpovoljniji i
najefikasniji SSF proces bez dodatka aktivatora.

Primenom ultrazvuka kao predtretmana poveéana je efikasnost dvojno-enzimske
hidrolize, kao i proizvodnje etanola tokom SSF procesa pomocu slobodnog kvasca
(bez dodatka aktivatora) pri utvrdenim optimalnim parametrima soniciranja: vreme
soniciranja 2,5 min pre i 2,5 min posle dodatka enzima Termamyl SC i temperatura
soniciranja od 60 °C. Predtretman ultrazvukom je uticao na bolju razgradnju granula
skroba, intezivnije meSanje usled akusti¢nih kavitacija i mikrostrujanja, otpustanje
dodatnog skroba koji je vezan za lipide i poboljSanje filtracionih osobina hidrolizata.
SSF proces uz primenu predtretmana ultrazvukom se moze skratiti na 32 h sa
postignutim sadrzajem etanola od 9,51% (w/w). Medutim, s druge strane
implementacija predtretmana ultrazvukom povecava ukupne troskove proizvodnje s
obzirom da soniciranje zahteva veliku potrosnju energije.

Optimizacijom predtretmana mikrotalasima usvojeni su sledec¢i optimalni parametri:
snaga mikrotalasa od 80 W i vreme dejstva 2,5 min pre i 2,5 min posle dodatka enzima
Termamyl SC. Primenom ovog predtretmana maksimalni porast sadrzaja etanola od
13,45% u odnosu na kontrolni uzorak postignut je nakon 32 h SSF procesa. U tom
sluc¢aju sadrzaj etanola je iznosio 9,87% (w/w), a povecane su i vrednosti ostalih
procesnih parametara. Predtretman mikrotalasima doprinosi efikasnijoj dvojno-
enzimskoj hidrolizi, kao i vetem porastu sadrzaja etanola i drugih procesnih
parametara tokom SSF procesa, u poredenju sa predtretmanom ultrazvukom. lako je
primena predtretmana mikrotalasima uticala na povecanje produktivnosti proizvodnje
etanola, neophodno je prilikom procene ukupnih troskova proizvodnje uzeti u obzir i
visoku potro$nju energije tokom mikrotalasnog zagrevanja. Stoga se primena
predtretmana ultrazvukom i mikrotalasima sa energetskog i ekonomskog aspekta
smatra nepovoljnom.

Optimizacijom alkoholne fermentacije sa imobilisanim ¢elijama kvasca usvojeni su
slede¢i optimalni parametri: pocetna koncentracija glukoze od 175 g/l, koli¢ina
inokuluma od 2% (w/v) i vreme trajanja fermentacije od 38 h. U ovom slu¢aju postizu
se sledece vrednosti najvaznijih procesnih parametara: sadrzaj etanola od 8,90%
(w/w), prinos etanola od 0,46 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 81,88%,

volumetrijska produktivnost od 2,34 g/I-h i potrosnja glukoze od 94,14%.
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12.

13.

14.

Poredenjem proizvodnje bioetanola pomocu slobodnih i imobilisanih celija kvasca
tokom SHF procesa, imobilisane ¢elije su pokazale vecu tolerantnost prema visim
koncentracijama supstrata i proizvoda u odnosu na slobodne ¢elije kvasca, s obzirom
da je tokom fermentacije sa imobilisanim kvascem do inhibicije supstratom doslo pri
pocetnoj koncentraciji glukoze od 200 g/1, dok su slobodne ¢elije kvasca inhibirane pri
podetnoj koncentraciji glukoze od 175 g/l. Celije kvasca imobilisane u Ca-alginatu su
tolerantnije na etanol s obzirom da matriks ima zaStitnu ulogu pri toksicnom delovanju
visokih koncentracija etanola. Pri optimalnim parametrima usvojenim za fermentaciju
sa slobodnim i imobilisanim kvascem, vise vrednosti sadrzaja etanola i drugih
procesnih parametara postignute su sa imobilisanim ¢elijama kvasca. Ovaj porast
procesnih parametara nije toliko velik u $arZznom sistemu, ali mogao bi biti od velikog
znacaja u kontinualnom fermentacionom sistemu sa imobilisanim ¢elijama, §to je deo
bududih istrazivanja.

U toku alkoholne fermentacije sa recirkulacijom imobilisanih ¢elija kvasca uspesno su
izvedena dva ciklusa Sarzne fermentacije u trajanju od po 38 h. Postignute vrednosti
sadrzaja etanola 1 drugih procesnih parametara u toku prvog ciklusa neznatno su vise
nego u drugom ciklusu. Celije kvasca imobilisane u Ca-alginatu su ocuvale svoju
aktivnost odnosno fizi¢ku i hemijsku stabilnost U proizvodnji etanola tokom 3 dana, i
nisu zapazena ogranicenja difuzije supstrata i proizvoda. Nakon toga, na kraju drugog
ciklusa, dolazi do razaranja alginatnih Cestica zbog intezivnog rasta broja ¢elija unutar
Ca-alginata i izdvajanja gasa CO, tokom fermentacije.

Za proces simultane saharifikacije i fermentacije (SSF) kukuruznog brasna sa
imobilisanim ¢elijama kvasca usvojena je optimalna temperatura od 30 °C i vreme
trajanja procesa od 48 h. Pri ovim uslovima procesa postignute su visoke vrednosti
svih procesnih parametara: sadrzaj etanola od 9,42% (w/w), prinos etanola od 0,49 g/g,
procenat od teorijskog sadrzaja etanola od 86,66%, volumetrijska produktivnost od
1,96 g/I-h 1 potrosnja glukoze od 97,72%. Na ovaj nacin zna€ajno se smanjuju troSkovi
proizvodnje etanola i postizu velike uStede energije u poredenju sa SHF procesom. Bez
obzira na razli€iti profil promene sadrzaja etanola tokom SHF i SSF procesa sa
imobilisanim kvascem, krajnji sadrzaj etanola nakon 48 h procesa je veoma slican za

ova dva procesa, i iznosio je 9,22 i 9,42% (w/w), respektivno.
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15.

16.

17.

Za SSF proces kukuruznog brasna sa imobilisanim c¢elijama kvasca sa dodatkom
aktivatora, izabrane su mineralne soli: ZnSO,4-7H,0 (0,3 g/l) i MgSO,4-7H,0 (2 g/l) kao
aktivatori koji doprinose maksimalnom porastu sadrzaja etanola i drugih procesnih
parametara. Ispitivanjem kinetike ovog procesa, optimalno vreme trajanja procesa je
iznosilo 48 h nakon Cega se postizu slede¢e vrednosti procesnih parametara: sadrzaj
etanola od 10,23% (w/w), prinos etanola od 0,53 g/g, procenat od teorijskog sadrzaja
etanola od 94,11%, volumetrijska produktivnost od 2,13 g/I'h i potrosnja glukoze od
98,92%.

Poredenjem proizvodnje bioetanola pomocu slobodnih i imobilisanih Celija kvasca
tokom SSF procesa kukuruznog brasna sa i bez dodatka aktivatora, imobilisani ¢elijski
sistem se pokazao kao superiorniji.

Sa aspekta smanjenja ukupnih troSkova proizvodnje i uStede energije, kao optimalni
postupak proizvodnje bioetanola iz kukuruznog brasna usvojen je SSF proces
(simultana saharifikacija i fermentacija) pomoc¢u imobilisanih ¢elija kvasca i sa

dodatkom mineralnih soli kao aktivatora.
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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 gu 190
9% 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 2,33
8 0,21 0,27 0,21 8 2,40 3,02 2,38
5 0,27 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 0 273 3,44 2,72
0,9989 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 8 297 373 294
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 0,96 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 3,32 417 3,29
0,9979 1,13 1,42 1,12 0,9939 3,37 424 3,35
8 1,18 1,49 1,17 8 343 432 341
7 1,24 1,56 1,23 7 349 4,39 3,47
8 1,29 1,62 1,28 6 3,55 4,47 3,52
5 1,34 1,69 1,34 5 3,61 454 3,58
4 1,40 1,76 1,39 4 3,67 4,62 3,64
3 1,45 1,83 1,45 3 3,73 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 4,91 3,87
0,9968 1,67 211 1,66 0,9929 397 4,99 393
8 1,73 2,18 1,72 8 4,03 5,06 3,99
7 1,78 2,24 1,77 7 4,09 514 414
6 1,83 2,31 1,83 6 4,15 5,21 411
5 1,89 2,38 1,88 5 421 529 4,17
4 1,94 2,45 1,94 4 4,27 5,36 423
3 2,00 2,52 1,99 3 4,34 5,44 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
0 217 2,73 2,16 0 4,52 5,67 4,47
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Etanol Etanol

9 P % zaprem. u100

P % z?/frem. %:7 ;00 p% g i
0,9919 4,58 5,74 453 0,9878 71 8,88 7,01
8 464 5,82 4,59 8 718 8,96 7,07

7 470 5,89 4,65 7 7,25 9,05 7,14

6 476 5,97 471 8 7.3 9,13 7,20

5 4,82 6,04 477 5 7,38 9,21 7,27

4 4,88 6,12 483 4 744 9,29 7,27

3 494 6,19 4,89 3 7.51 9,37 7,40

2 5,00 6,27 4,95 2 7,58 9,46 7,46

1 5,07 6,35 5,01 1 7,64 9,54 7,53

0 513 5,74 5,00 0 7.71 9,62 7,59
0,9909 5,19 6,50 513 0,0869 7,77 9,70 7,66
8 525 6,58 5,19 8 784 9,78 7,72

7 532 6,66 5,26 7 7.91 9,87 7,79

6 5,38 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 6,89 544 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 5,68 712 5,62 1 8,31 10,37 8,19

0 5,75 7.20 5,68 0 8,38 10,45 8,25
0,9899 5,82 7,28 575 0,9859 8,45 10,54 8,32
8 5,88 7,36 5,81 8 8,52 10,62 8,39

7 5,94 743 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 7,67 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 7,91 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 0,9849 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. gu 100
% om? % cm?

0,9839 9,84 12,24 9,67 0,9789 12,77 15,84 12,50
8 9,91 12,33 9,73 8 1286 15,93 12,58

7 9,98 12,41 9,80 7 1293 16,02 12,65

6 10,05 12,50 9,87 6 1301 16,11 12,72

5 1012 12,59 9,94 § 1308 16,20 12,79

4 1020 12,68 10,01 4 1316 16,30 12,87

3 1027 12,77 10,08 3 1324 16,39 12,94

2 10,34 12,86 10,15 2 13,31 16,48 13,01
1 10,42 12,95 10,22 1 13,39 16,58 13,09

0 10,49 13,04 10,29 0 13,47 16,67 13,16
0,8829 10,56 13,13 10,36 0,9789 13,54 16,76 13,23
8 10,63 13,21 10,43 8 13,61 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 13,77 17,04 13,45

5 10,85 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 14,00 17,32 13,67

2 1108 13,75 10,85 2 14,08 17,41 13,74

-1t 115 13,84 10,92 1 14,16 17,51 13,82
0 1122 13,93 10,99 0 1423 17,60 13,89
0,8819 11,29 14,02 11,06 10,9779 14,31 17,70 13,97
8 11,37 14,11 11,14 8 14,39 17,79 14,04

7 144 14,20 11,21 7 1448 17,88 14,12

6 11,51 14,29 11,28 6 1454 17,98 14,19

5 11,59 14,38 11,35 ) 14,62 18,07 14,27

4 11,66 14,47 11,42 4 14,69 18,16 14,34

3 11,73 14456 11,49 3 14,77 18,26 14,42

2 11,81 14,65 11,57 2 14,85 18,35 14,49

1 11,88 14,74 11,64 1 14,93 18,45 14,57

0 1195 14,83 11,71 0 1501 18,54 14,64
09809 12,03 14,92 11,78 09789 15,08 18,63 14,71
8 12,10 15,01 11,85 8 15,16 18,73 14,79

7 1218 15,10 11,92 7 1524 18,82 14,86

6 1225 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 15,54 19,19 15,15

2 1255 15,56 12,29 2 1562 19,28 15,22

1 12,63 15,65 12,36 1 15,70 19,38 15,30

0 12,70 15,74 12,43 0 15,78 19,47 15,37
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Doktorska disertacija Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
9 P % zaprem. u100
P % z;frem. g c:l:1 3100 P 3 g s
09759 1585 19,56 15,44 09719 1891 23,24 18,35
8 15,93 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 19,14 23,51 18,56
5 16,16 19,93 15,74 5 19,21 23,60 18,63
4 16,23 20,02 15,81 4 19,29 23,69 18,70
3 16,31 20,12 15,88 3 19,36 23,78 18,77
2 16,39 20,21 15,96 2 1944 23,87 18,84
1 16,46 20,30 16,03 1 19,51 23,96 18,91
0 16,54 20,39 16,10 0 19,58 24,04 18,98
0,9749 16,61 20,48 16,16 0,8709 19,66 2413 19,05
8 16,69 20,57 16,25 8 19,73 24,22 19,12
7 16,77 20,67 16,32 7 19,81 24 31 19,19
8 16,85 20,76 16,39 6 19,88 24,40 19,26
5 16,92 20,85 16,47 5 19,96 24 49 19,33
4 16,99 20,94 16,54 4 20,03 2458 19,40
3 17,07 21,03 16,81 3 20,11 24 67 19,47
2 1715 21,13 16,68 2 2018 24,75 19,54
1 17,23 21,22 16,76 1 20,25 24,84 19,61
0 17,30 2131 16,83 ¢ 2032 24,93 19,68
09739 17,38 2141 16,90 09699 2040 25,02 19,75
8 17,46 - 21,50 16,97 8 2047 25,10 19,82
7 1753 21,59 17,05 7 2054 25,19 19,89
6 17,61 21,68 17,12 86 2062 25,28 19,95
5 17,69 21,78 17,19 5 20,69 25,36 20,02
4 17,77 21,87 17,26 4 20,76 25,45 20,09
3 1784 21,96 17,34 3 2084 25,54 20,16
2 17,93 22,06 17.41 2 2091 2563 20,23
1 18,00 22,15 17,48 1 20,98 2571 20,30
0 18,08 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 18,23 22,42 17,70 8 21,20 25,97 20,50
7 18,30 22,51 17,77 7 21,27 526,06 20,57
6 18,38 22,60 17,84 6 21,34 26,14 20,64
5 18,45 2269 17,91 5 21,42 26,23 20,71
4 18,53 22,78 17,98 4 2149 26,31 20,77
3 18,61 22,88 18,06 3 21,56 26,40 20,84
2 18,68 22,97 18,13 2 21,63 26,48 20 91
1 18,76 23,06 18,20 1 21,70 26,57 20, 97
0 18,83 23,15 18,27 0 2177 26,65 21,04
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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
p % Zaprem. gu 100 p % zaprem. gu 100
% om? % cm?

09679 2185 26,74 21,11 09639 2463 30,02 2370
8 2192 26,82 21,18 8 2470 30,10 23,76

7 2199 26,91 21,24 T 2477 30,18 23,83

6 2206 26,99 21,31 6 2483 30,26 23,89

5 2213 27,07 21,38 5 2490 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 24 27,32 21,57 2 2511 30,58 2414

1 2241 2141 21,64 1 2517 30,65 2420

0 2248 27,49 21,70 0 2523 30,73 24,26
09669 22,55 27,57 21,77 09620 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 2197 6 2550 31,04 2450

5 2284 2191 22,03 5 2557 31,12 24 57

4 229 27,99 22,10 4 2564 31,20 2463

3 2298 28,08 22,16 3 2570 31,27 2469

2 2305 28,16 22,23 2 2577 31,35 2475

1 2312 28,24 22,29 1 2583 31,43 24,81

-0 2319 28,32 22,36 0 2590 31,61 24,87
09659 23,26 28,41 22,42 096819 25096 31,58 2493
8 2333 28,49 22,49 8 2603 31,66 2499

7 2340 28,57 22,55 7 26,09 31,73 25,05

6 2346 28,65 22,62 6 2616 31,81 2511

5 2353 28,73 22,68 5 2622 31,88 2517

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 321 2534

1 2381 29,06 22,94 1 2648 3218 2540

0 2388 29,15 23,00 0 2655 32,26 25,46
09648 2395 29,23 23,07 09609 26,61 32,33 25,52
8 2402 29,31 2313 8 2667 32,40 25,58

7 2409 29,39 23,19 7 2674 32,48 25,64

6 2416 29,47 2326 6 2680 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 2705 32,85 25,93

1 2450 29,87 2357 1 2712 32,92 2599

0 2456 29,94 23,64 0 2718 33,00 26,05
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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
P % zaprem. g u 100 p % zaprem. gu 190
% cm? cm

09599 2724 33,07 26,10 09559 2972 35,92 28,36
8 2730 33,14 26,16 8 2078 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 5 299 36,20 28,58
4 2756 33,44 26,39 4 30,02 36,27 28,63
3 2762 33,51 26,45 3 3008 36,34 28,68
2 2768 33,58 26,51 2 3014 36,40 28,74
1 27,75 33,66 26,57 1 30,20 36,47 28,79
0 2781 3373 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 2800 33,95 26,80 7 3043 36,74 29,00
6 2806 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 3078 37,14 29,32
0 2844 34,45 2719 0 3084 37.21 29,37
09579 28,50 34,52 27,25 0,9539 30,90 37,28 29,42
8 2856 34,59 27,30 8 30,9 37,34 29,48
7 2862 34,66 27,36 7 31,02 37,41 29,53
6 2868 34,73 2741 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 31,19 37,61 29,69
3 2887 34,95 27,58 3 N2 37,67 29,74
2 2893 35,02 27,64 2 NN 37,74 29,79
1 28,99 35,09 27,69 1 31,36 37,80 29,84
0 2905 35,16 27,75 0 3142 37,87 29,90
09569 2911 35,23 27,81 09529 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 29030 35,44 27,93 6 3165 38,13 30,10
5 29,36 35,51 28,03 5§ NN 38,20 30,16

4 2042 35,58 28,08 4 377 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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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
P g P~ P %  zapreminski gu100
% zaa;::mmskl %:1 3100 % o
09519 32,06 38,59 30,47 09479 34,28 41,09 32,44
8§ 321 38,65 30,52 8 3433 41,15 32,48
7 32,17 38,72 30,57 7 3439 41,21 32,53
6 32,23 38,78 30,62 6 3444 41,27 32,58
5 3238 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 3460 4145 32,72
2 3245 39,03 30,82 2 3466 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
08509 32,63 39,23 30,96 09489 34,82 41,69 329
8 3268 39,29 31,01 8 3487 41,75 32,96
7 3273 39,35 31,06 7 3492 41,81 33,01
6 3279 39,42 31,11 6 3498 41,87 33,05
5 3285 39,48 31,16 5 3503 41,93 33,10
4 329 39,54 31,21 4 3509 41,99 33,15
3 3296 39,61 31,26 3 3514 42,05 33,19
2  3BM 39,67 31,31 2 3519 42 11 33,24
1 3307 39,73 31,36 1 3524 4216 33,29
0 3312 39,79 31,41 0 3529 4222 33,33
0,9499 3318 39,86 31,46 09459 3535 4228 33,38
8 3324 39,92 31,51 8 3540 4234 33,42
7 3329 39,98 31,56 7 35,45 42,40 33,47
6 3335 40,04 31,61 6 3551 42,46 33,52
5 3341 40,11 31,66 5 3556 42 51 33,56
4 3346 40,17 31,71 4 3561 42 57 33,61
3 3352 40,23 31,75 3 3566 4263 33,66
2 3357 40,29 31,80 2 3572 4269 33,70
1 3362 40,35 31,85 1 3577 42,75 33,75
0 3368 40,42 31,90 0 3582 42,81 33,79
08489 3373 40,48 31,95 09459 3587 42 86 33,84
8 3379 40,54 32,00 8 3593 4292 33,89
7 3384 40,60 32,05 7 3598 4298 33,93
6 3390 40,67 32,10 6 36,03 43,04 33,98
5 339 40,73 32,15 5 36,08 43,10 34,03
4 34,01 40,79 32,30 4 36,14 43,16 34,07
3 34,06 40,85 32,35 3 36,19 43,22 34,12
2 3412 40,91 32,29 2 3624 4327 34,27
1 34,17 40,97 32,34 1 36,29 43,33 34,21
0 34,23 41,03 32,39 0 3635 43,39 34,25
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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
%  zapreminski gu100 P %  zapreminski gu 120
% cm? % cm
09438 3640 43,45 34,30 09399 3846 45,71 36,08
8 3646 4351 34,35 8 3851 4577 36,13
7 3651 4357 34,39 7 3856 45,82 36,17
6 3656 43,62 34,44 6 3861 45,88 36,21
5 3661 43,68 34,48 5 3866 45,93 36,26
4 3866 43,74 34,53 .4 38N 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 4397 3471 0 3892 46,21 36,47
09420 36,93 44,03 34,76 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 3907 46,37 36,60
6 37,09 4421 34,89 6 3912 46,43 36,64
5 3714 44,26 34,94 5 3917 46,48 36,69
4 3719 44,32 34,98 4 3922 46,54 36,73
3 3724 4437 35,03 3 3927 46,59 36,80
2 3729 44 43 35,07 2 3932 46,64 36,81
1 37,34 44 48 35,12 1 3937 46,70 36,86
0 3739 44 54 35,16 0 3942 46,75 36,90
09419 37,44 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
8 3759 4476 35,34 6 3962 46,97 37,05
5 3765 44,82 35,38 5 3966 47,02 37,11
4 3770 4488 35,42 4 3971 47,07 37,15
3 37175 4493 35,46 3 3976 4713 37,20
2 3780 44,99 35,50 2 3981 4718 37,24
1 3785 45,04 35,55 1 3986 47,23 37,28
0 3790 4510 35,60 0 3991 47,29 37,32
09400 37,95 45,15 35,65 09369 39,9 47,34 37,37
8 3800 4521 35,69 8 4001 47,40 37,41
7 3805 4527 35,73 7 40,06 47,45 37,45
6 3810 4532 35,78 6 40,10 47,50 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 47,66 37,62
2 3830 45,54 35,95 2 40,30 47,71 37,66
1 3835 45,60 35,99 1 4035 47,77 37,70
0 3840 45,65 36,04 0 4040 47,82 37,714
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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
p %  zapreminski gu 100 P % zapr%minski g u 100
9, cm?® % cm®
0,9359 40,45 47 87 37,79 09319 42,39 49,95 39,43
8 4049 47,92 37,83 8 4243 50,00 39,47
7 4054 4798 37.87 7 4248 50,05 39,51
6 4059 48,03 37,91 6 4253 50,11 39,56
5 40,64 48,08 37,95 5§ 4258 50,16 39,60
4 4069 4813 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 40,84 48,29 38,12 1 42,77 50,36 39,76
0 4089 48,34 38,16 0 4282 50,41 39,80
08349 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
T 4103 48,50 38,29 7 4297 50, 57 39,92
6 41,08 48,55 38,33 6 430 50,62 39,96
5 M13 48,60 38,37 5 4306 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 09299 43,34 50,97 40,24
8 4147 48,97 38,66 8 4339 51,02 40,28
7 4152 49,02 38,70 7 434 51,07 40,32
6 4156 49,07 38,74 6 4349 51,12 40,36
5 4161 4912 38,78 5 4354 51,18 40,40
4 4166 4918 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 41,80 49,33 38,95 1 43,73 51,38 40,56
0 4185 49,38 38,99 0 4378 51,43 40,60
08320 41,90 49 44 39,03  0,9289 43,82 51,48 40,64
8 4195 49 49 39,07 8 4387 51,53 40,68
7 4200 49 54 39,11 7 4392 51,58 40,72
6 4205 49,59 39,15 6 4397 51,63 40,76
5 4209 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 39,36 1 4420 51,88 40,95
0 4234 4990 39,39 0 4425 51,93 40,99
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Doktorska disertacija

Svetlana Nikoli¢

Etanol Etanol
p %  zapreminski gu100 p % zapr%minski gu 120
% cm?® % cm
09279 44,30 51,98 41,03 09239 46,15 53,92 42 56
8 4435 252,03 41,07 8 4620 53,97 42,60
7T 4439 52,08 41,1 7 4624 54,02 4264
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 46,38 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 4283
1 44 67 52,37 41,34 1 46,52 54,31 42,87
0 47 52,42 41,38 0 4656 54,35 4290
09269 44,76 5247 41,42 09228 4661 54,40 42,94
8 4481 52,52 41,46 8 4666 54 45 42,98
7 4486 52,57 41,50 7 46T 54 50 43,02
6 449 52,62 41,54 6 4675 54,54 43,05
5 4495 52,67 41,57 5 4680 54,59 43,09
4 4500 52,72 41,61 4 4684 54,64 43,13
3 4505 5277 41,65 3 46,89 54,69 4317
2 4510 52,82 41,69 2 4693 54,73 43,20
1 45,14 52,87 41,73 1 46,98 54,78 43,24
0 4518 52,91 41,76 0 4703 54,83 43,28
09259 4523 52,96 41,80 09219 47,07 54,88 43,32
8 4528 53,01 41,84 8 471 54,92 43,35
7 4532 53,08 41,88 7 4716 54 97 43,39
6 4537 53,11 41,92 6 47,21 55,02 43,43
5 454 53,16 41,95 5 4726 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 43,54
2 4556 53,30, 4207 2 4739 55,21 43,58
1 45,60 53,35 42 11 1 47,44 55,26 43,62
0 45865 53,40 42,15 0 4748 55,30 43,65
09249 4589 53,44 42,18 09209 4753 55,35 43,69
8 4574 53,49 42,22 8 4758 55,40 43,73
7 4578 53,54 42,26 7 4762 55,44 43,76
6 4583 53,59 42,30 6 4766 55,49 43,80
5 4588 53,64 42,34 5 47171 55,54 43,84
4 45092 53,68 4237 4 4776 55,59 43,88
3 4597 53,73 42,41 3 4780 55,63 43,91
2 4501 53,78 42 45 2 4785 55,68 43,95
1 46,06 53,83 42,49 1 47,89 55,73 4399
0 45611 53,88 42,53 0 4794 55,78 4403
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

UsjaBrbyjem aa je aokropcka auceprauuja nog HacnoBoM:

Mpouseoawa GuoetaHona kao anTepHaTUBHOT rOpUBa U3 KyKypy3a nomohy
cnoboaHxor u umobunucaor kBacua Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

e pesynTaT CONCTBEHOI UCTPAXMBAYKOr paaa,
e [ia HUCaMm KpLU1o/na ayTopcka npasa u KOPUCTUO UHTENEKTYanHy CBOjUHY APYrMX nuua.

Motnuc

[ fusrak”

Y beorpapy, 28.03.2014.
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Mpwunor 2.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTtcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh“ pga y [durutantu
penosuTopujym YHuBep3uteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpCKy auceprauujy nop
HacnoBoMm:

NpousBoaia 6uoeTaHoNa Kao anTepHaTUBHOT ropuBa U3 KyKypy3a noMmohy
cno6oaHor u umobunucaHor kBacua Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

CarnacaH/Ha cam [a efleKTpoHcka Bepauja Moje AucepTauuvje Byae AOCTynHa y OTBOPEHOM
npucTyny.

Mojy BokTopcky AaucepTauujy noxpaweHy y [urutanHu penosuTopujym YHueepsuteTa Y
Beorpagy mory aa kopucte csu koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue
KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4vo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HeKoMepLuujanHo
@AyTopCTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCcTBO — HEKOMepLWjanHo — AenUTh NoA UCTUM ycrnosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepape
6. AyTOpPCTBO — AENUTA NOA UCTUM YCNoBUMA

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jeaHy oA wect noHyfieHux nuueHum. KpaTtak onuc nuuenuv par
je Ha cnepehoj cTpaHuuK.)

MoTnuc

M |

Y Bbeorpapy, 28.03.2014.
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