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Sazetak
Diplomskog rada studentice Katarine Mioc, naslova

PROCES PROIZVODNJE ETANOLA KAO BIOGORIVA U OVISNOSTI O ULAZNOJ
SIROVINI

S obzirom da je trend proizvodnje etanola iz biomase u svijetu rastuci, u ovom su radu opisani
procesi proizvodnje prve i druge generacije iz lignocelulozne biomase. Procesi proizvodnje
etanola prve i druge generacije razlikuju se uslijed razliCite kemijske strukture ulazne sirovine.
Cilj ovog rada bio je prikazati pregled razliCitih tehnologija proizvodnje etanola iz razli€itih
sirovina. Ukratko su opisani pojmovi biomase, biogoriva te tehnologija proizvodnje etanola, a
najveci naglasak je stavljen na mikrobne kulture koje sudjeluju u proizvodnji etanola. U radu
su prikazani ¢imbenici koji utje€u na proces alkoholne fermentacije i mikroorganizmi koji imaju
vaznu ulogu u tom procesu.

Klju€ne rijeCi: biomasa, etanol, alkoholna fermentacija, mikroorganizmi



Summary

Graduation thesis of student Katarina Mio¢, entitled,
FUEL ETHANOL PRODUCTION IN DEPENDANCE OF THE RAW MATERIAL

Given the fact that the trend of ethanol production from biomass is increasing globally, this
diploma thesis describes the production processes of the first- and second-generation fuel
ethanol production. First- and second-generation ethanol production processes differ due to
different chemical structure of the feedstock. The concepts of biomass, biofuels and ethanol
production technology are briefly described, with the greatest emphasis on microbial cultures
involved in ethanol production. The aim of this thesis is to provide an overview of different
technologies of ethanol production from different raw materials. The thesis also describes the
main factors influencing the process of alcoholic fermentation and microorganisms that play
the most important role in this process.

Key words: biomass, ethanol, alcoholic fermentation, microorganisms



1. Uvod

Zbog ubrzanog razvoja svjetskog gospodarstva dolazi do brzeg iscrpljivanja zaliha
neobnovljivih izvora energije i povecanja emisije stakleniCkih plinova, a time dolazi do
povecanja proizvodnje alternativnih goriva, tzv. biogoriva. Biogoriva se kao takva dobivaju
preradom obnovljivih izvora energije (biomase). Etanol se proizvodi fermentacijom s
kvascima ili nekim drugim mikroorganizmom iz ugljikohidrata kao Sto su jednostavni
Seceri, Skrob i celuloza. Etanol se nakon fermentacije izdvaja i proCiScava destilacijom i
dehidracijom. Najpoznatije gorivo prve generacije, etanol, najéeSce se proizvodi iz
Secerne trske ili repe i kukuruza. Druga generacija goriva proizvodi se iz lignocelulozne
biomase kao $to su poljoprivredni ostaci, ostaci drvno-preradivacke industrije i sli¢no.

Procesom fermentacije etanol se moze proizvesti iz svih sirovina koje sadrze Secere ili
polisaharide koji se mogu razgraditi do jednostavnijih Secera. Sirovine za proizvodnju
etanola su Secerne sirovine, Skrobne sirovine, lignocelulozne sirovine i ostaci razliCitin
industrija. Postoji ograni¢en broj mikroorganizama koji fermentiraju ugljikohidrate,
uglavnom pentozne ili heksozne Secere u alkohole. Poznato je i da su mikroskopske gljive
proizvodaci etanola.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je dati pregled razliCitih tehnologija proizvodnje etanola kao
goriva iz razliCitih sirovina te prikazati ¢imbenike koji utjeCu na proces alkoholne
fermentacije, s naglaskom na mikrobne kulture. U ovom radu opisani su razliciti
mikroorganizmi i njihova uloga u proizvodnji etanola.



2.

Materijali i metode

Prilikom izrade rada koriSteni su primarni i sekundarni podaci. Od sekundarnih podataka
koriSteni su razni znanstveni i stru¢ni radovi, sluzbeni prirucnici te statistiCki podaci, a
primarni podaci su prikupljeni razlicitim metodama istrazivanja:

>

Induktivha metoda - sustavna je primjena induktivhog nacina zaklju€ivanja kojim
se na temelju analize pojedinacnih Cinjenica dolazi do zakljuCka o opcem misljenju,
od zapazanja konkretnih pojedinacnih slu€ajeva dolazi do opcih zakljuCaka.
Deduktivna metoda - u znanosti sluZi za: objasSnjenje Cinjenica i zakona, za
predvidanje buducCih dogadaja, za otkrivanje novih c¢injenica i zakona, za
dokazivanje postavljenih teza, za provjeravanje hipoteza i za znanstveno izlaganje.
Metoda analize - je postupak znanstvenog istrazivanja rasc¢lanjivanjem slozenih
pojmova i zakljuCaka na njihove jednostavnije sastavne dijelove i elemente.
Metoda sinteze - je postupak znanstvenog istrazivanja i objaSnjavanja stvarnosti
putem sinteze jednostavnih pojmova u slozenije.

Metoda deskripcije - je postupak jednostavnog opisivanja ili oCitavanja Cinjenica,
procesa i predmeta u prirodi i drustvu te njihovih empirijskih potvrdivanja odnosa i
veza, ali bez znanstvenog tumacenja i objasnjavanja.

Metoda kompilacije - je postupak preuzimanja tudih rezultata znanstveno
istraZivackog rada, odnosno tudih opazanja, stavova, zaklju¢aka i spoznaja.



2.1. Biomasa

Biomasa prema ¢lanku 4. Zakona o obnovljivima izvorima energije i visokoucinkovitoj
kogeneraciji (NN 100/2015) je biorazgradivi dio proizvoda, otpada ili ostataka bioloSkog
porijekla iz poljoprivrede (uklju€ujuéi tvari biljnog i Zivotinjskog porijekla), Sumarstva i s
njima povezanih proizvodnih djelatnosti uklju€ujuci ribarstvo i akvakulturu te biorazgradivi
udio industrijskog i komunalnog otpada. Na slici 1. prikazani su razli€iti izvori biomase.

I‘
CNE

Slika 1. Biomasa

Izvor: https://www.nationalgeographic.org/photo/2biomass-crops-dup/

Biomasa se opcenito moze podijeliti na drvnu, nedrvnu i zivotinjski otpad, unutar Cega se
mogu razlikovati (Racki Kristi¢, 2011).
» Drvna biomasa (ostaci iz Sumarstva, otpadno drvo, otpad nastao pri piljenju,
brusenju i blanjanju)
Drvna uzgojena biomasa (brzorastuce drvece)
Nedrvna uzgojena biomasa (trave i brzorastuce alge)
Ostaci i otpaci iz poljoprivrede (slama, kukuruzovina, kostice, ljuske)
Zivotinjski otpad i ostaci (izmet, leSine)
Biomasa iz otpada(mulj)

VVVVY

Procesima fotosinteze biljke pretvaraju uglji¢ni dioksid i vodu u biokemikalije primarnih i
sekundarnih metabolita. Lignocelulozna biomasa jedan je od najceScih biopolimera u
prirodi. MoZe se podijeliti u nekoliko skupina, a to su: poljoprivredni ostatci, Sumarski
ostatci i krut komunlni otpad (Wayman, 2001). Lignocelulozna biomasa se moze pretvoriti
u biogoriva. Cinjenica da je velika koli¢ina lignoceluloznoga materijala, u stvari, ostatak
koji potjeCe iz poljoprivredne proizvodnje ili industrije, otvara moguénosti proizvodnje
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etanola u velikim koli¢inama (Cardona i Sanchez, 2007) Lignocelulozna biomasa po
sastavu se sastoji od lignina, hemiceluloze i celuloze. Upravo kompleksnost strukture
lignocelulozne biomase uvjetuje primjenu razli€itih tipova predtretmana, koji prethode
procesu hidrolize celuloze i hemiceluloze na fermentabilne Secere (JanusSic i sur., 2008).
Na slici 2. prikazana je pretvorba biomase u goriva druge generacije.

Piroliza

asplinjauanj'r-ilxundenaacijar—ﬁ FT ulja|

Ligoceluloza
Enzimska Fermenta cijE1—'| Biogorivo
hidroliza

_ Biomasa Mejestiva
neprehran M ulja
Sumski Ekstrakcija
[siomasa |4 [Sumsii | [ Eirakel -

ostatci kemikalija

— Biljna ulja ~—-|T."TE"'-”E'-'s'“E|
AW_
hwane
Fermentacija—» Bioetanol
= Hidroliza
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Slika 2. Pretvorba biomase u goriva druge generacije (Chakraborty i sur., 2012)




3. Biogoriva

3.1. Razlozi uporabe biogoriva

Ubrzani razvoj svjetskog gospodarstva i zna€ajan porast potroSnje neobnovljivih izvora
energije uzrokuju iscrpljivanje zaliha izvora i stvaranje staklenickih plinova. Preradom
obnovljivih izvora energije dobivaju se biogoriva (lvangi¢ Santek i sur., 2016). Energija
predstavlja jedan od najbitnijih sastavnica razvoja i funkcioniranja drustva i prirode, a
osnovni je pokretaC i dio svih ljudskih aktivnosti. Raspolozivost energetskih izvora,
koriStenje postojecih i pronalaZzenje novih izvora energije, dobra i sigurna uporaba od
presudnog su znacaja za rast i razvoj drustva i svijeta u cjelini.

O velikom znacaju energije govori i €injenica da su se industrijske revolucije prije svega
razlikovale po primjeni novih izvora energije. Tako je prvu industrijsku revoluciju obiljeZilo
otkri¢e i primjena vodene pare, drugu otkrice i primjena nafte i elektriCne energije, te treca
koju je obiljezilo otkrice i primjena nuklearne energije i usavrSavanje postojecih izvora
energije. Uslijed znacajnog industrijskog i drustvenog razvoja te porasta broja stanovnika
i ubrzanog razvoja drustva, doslo je do znac€ajnog porasta potroSnje energije bez obzira
na izrazene negativne utjecaje na okolis i Zivotnu sredinu (Ivangié Santek i sur., 2016) Od
kraja 19. stolje¢a potroSnja energije je rasla po relativno visokoj stopi rasta. Takvo stanje
velike potroSnje dovelo je do brzog iscrpljivanja energetskih izvora. Svemu tomu veliki
doprinos je donijela energetska kriza koja je omogucila intenzivan razvoj politike
racionalnog koristenja i Stednje energije.

3.2. Podjela biogoriva

Biogoriva se dijele na plinovita, tekuca i ¢vrsta goriva koja se mogu proizvesti iz biomase
te imaju pozitivne u€inke na zastitu zZivotne sredine (smanjuju emisiju CO2). U odnosu ha
konvencionalna goriva koja su po svojem kemijskom sastavu uglavnom ugljikovodici,
biogoriva imaju zastupljeno manije ili viSe kisika, pa se joS nazivaju i oksidativha goriva.

3.2.1.Biogoriva prve generacije
Prva generacija biogoriva su biogoriva proizvedena iz SecCera, Skroba, biljnih

ulja i Zivotinjskih masti, koriStenjem razvijenih tehnologija. Naj¢eS¢e sirovine koje se
koriste za proizvodnju biogoriva prve generacije su kukuruz, Secerna trska i pSenica.


https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Biljno_ulje&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Biljno_ulje&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C5%BDivotinjske_masti&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/wiki/Tehnologija

Seéerne kulture poput Secerne trske i $ecerne repe sadrze znadajne koli¢ine saharoze
koje se mogu ekstrahirati i fermentira u etanol (Singh i sur., 2010).

3.2.1.1. Kukuruz
Kukuruz se smatra glavhom sirovinom prve generacije etanola osobito u Sjedinjenim
Drzavama, odnosno oko 40% usjeva kukuruza u Sjedinjenim Drzavama je iskoriSteno za

proizvodnju etanola do 2012. (Wise, 2012). Tablica 1. prikazuje prednosti i nedostatke
koriStenja kukuruza kao sirovine za proizvodnju biogoriva.

Tablical. Prednosti i nedostaci biogoriva dobivenog iz kukuruza (Naqgvi i Yan, 2015)

Prednosti Nedostaci

Jednostavna tehnologija pretvorbe Skroba | Povecana potrosnja pesticida i gnojiva
u etanol

Ostaci billke se mogu koristiti za | Vedi troskovi zbog proizvodnje pesticide
proizvodnju etanola

Nema neizravnih troSkova koriStenja | OneciS¢enje tla i voda zbog uporabu
zemljista pesticide

Kukuruz je vazan u prehrambenom lancu i
njegova uporabu za proizvodnju biogoriva
Ce dovesti do povecanja cijena hrane

Prinos energije je nizak

3.2.1.2. Seéerna trska

Seéerna trska je druga glavna sirovina za proizvodnju etanola prve generacije. Sec¢erna
trska sastoji se od jednostavih SecCera koji se lako mogu pretvoriti u etanol pomocu
fermentacije u usporedbi s kukuruzom, koji daje Skrob, a za to je potrebno prvo
zagrijavanje, a zatim fermentacija (Rendleman i Shapouri, 2007). U tablici 2. su prikazane
prednosti i nedostaci etanola dobivenog iz $eéerne trske.



Tablica 2. Prednosti i nedostaci biogoriva dobivenog iz Secerne trske (Naqgvi i Yan, 2015)

Prednosti Nedostaci

Postojeca infrastruktura za sadnju, berbu i | Relativho nizak prinos
transport
Nema promjene namjene zemljiSta Specifi€an uzgoj za odredenu regiju

90% niza emisija CO2 u odnosu na benzin | Ne moze zadovoljiti globalnu potraznju za
energijom

3.2.2.Biogoriva druge generacije

3.2.2.1. Etanol iz ligocelulozne biomase

Etanol se danas proizvodi iz sirovina na bazi jednostavnih Secera ili Skroba. To su sirovine
iz usjeva koji se koriste za prehranu ljudi i ishranu stoke i zbog toga se takva proizvodnja
biogoriva smatra neekonomi¢nom. Zbog toga se lignocelulozna biomasa smatra mogucim
odrzivim, dugoro€nim rjieSenjem (Janusic¢ i sur., 2008). Druga generacija etanola proizvodi
se iz lignocelulozne biomase primjenom naprednih tehnoloskih procesa. Cilj druge
generacije etanola je povecéanje proizvodnje biogoriva koristenjem biomase koja se sastoji
od ostataka neprehrambenih usjeva kao i drugih usjeva koji se koriste za prehranu,
industriju ili gradevinsku namjenu. Povec¢anjem proizvodnje druge generacije etanola
povecala bi se energetska ucinkovitost i smanjila emisija ugljika i energetska ovisnost o
etanolu prve generacije (Ivangié Santek i sur., 2016).

Lignocelulozna biomasa se sastoji od celuloze (40-50%), hemiceluloze (25-35%) i lignina
(15-20%) i ima kompleksnu strukturu. Udio ovih komponenti razlikuje se ovisno o vrsti
sirovine, kao §to je stabljika kukuruza, klip kukuruza, slama, trava itd. Na slici 3. prikazana
je stani¢ne stijenke biljaka.
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Slika 3. Prikaz stani¢ne stijenke biljaka (Janusi¢ i sur., 2008.)

Celuloza i hemiceluloza su polisaharidi sastavljeni od nizova (lanaca) medusobno
povezanih molekula monosaharida (naj¢es$c¢e glukoza i ksiloza). Hemiceluloza za razliku
od celuloze ima puno krace lance, dok je lignin visoko razgranati polimer. Lignin obavija
celulozu i hemicelulozu i na taj nacCin ih Stiti od enzimske razgradnje do jednostavnih
molekula (monomera). Jako €vrste veze s ligninom i celulozom tvori hemiceluloza.

Zbog ove kompleksne strukture proizvodnja etanola se razlikuje od konvencionalne
tehnologije od Skroba do etanola (Janusic i sur., 2008). Prije pretvorbe sloZenih Secera,
odnosno polisaharida u jednostavne Secere provode se razli€iti predtretmani koji za cilj
imaju modifikaciju lignoceluloznog materijala kako bi doslo do razgradnje njegove
strukture te poboljSanja enzimske razgradnje. Cilj predtretmana je narusiti strukturu
lignina.



4. Tehnologija proizvodnje etanola

4.1. Etanol

Etanol je bistra i bezbojna tekucéina karakteristicnog mirisa, zapaljiva je i lako hlapljiva.
Molekulska formula etanola je CH3CH20H, te pripada alkoholima. TocCka taliSta etanola
iznosi 159 K (114 °C), a vreliste 352 K (78 °C). Pri mijeSanju etanola s vodom dolazi do
razvoja topline i smanjenja volumena. Siroki je spektar upotrebe etanola, pa se tako etanol
koristi kao otapalo, kao sredstvo za ekstrakciju, dezinfekciju i konzerviranje (Car, 2015).
Proizvodna etanola za dobivanje alkoholnih pi¢a ima najvecu tradiciju, a proizvodnja
etanola kao goriva je najveca po kapacitetu. Danas se najveca pozornost pridaje etanolu
kao biogorivu. Tokom posljednjih trideset godina proizvodnja etanola u svijetu je porasla
za oko Sest puta, a razlog toga je Cinjenica da se etanol sve viSe koristi kao zamjena djela
benzina za pogon motornih vozila. Na slici 4. prikazana je strukturna formula etanola.

H O—H

Slika 4. Strukturna formula etanola
Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ethanol-3d-stick-structure.svg

Medu bioalkoholima, etanol je glavni predstavnik prve generacije biogoriva. Etanol se
proizvodi od pSenice, SeCerne repe, melase, Secerne trske, kukuruza i drugih sirovina koje
sadrze Secer i Skrob. Etanol ima veci oktanski broj od benzina sto rezultira povecanjem
omjera kompresije motora s ve¢om toplinskom ucinkovitoS¢éu. Etanol se moze koristiti kao
zamjena za benzin i mozZe se mijeSati s benzinom u bilo kojem udjelu. Na globalnoj razini
proizvodnjom biogoriva najveci volumen otpada na dobivanje etanola iz kukuruza i
Secéerne trske.

lako je energetski ekvivalent etanola za 63% maniji od naftnog goriva, izgaranje etanola
je CiSce jer sadrzi kisik, a samim time emisija Stetnih plinova je niza. KoriStenje etanola
kako goriva u transportu moze itekako pomoci u smanjenju nakupljanja CO:z i to na dva
nacina:


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ethanol-3d-stick-structure.svg

1. Smanjenje uporabe fosilnih goriva, te recikliranjem COz2 tj. oslobadanjem CO2 pri
izgaranju.

2. Koristenje etanola umjesto fosilnih goriva, a time se izbjegavaju emisije nastale
koriStenjem fosilnih goriva.

lzgaranjem etanola umjesto benzina smanjuje emisiju ugljika za vise od 80%, dok se u
potpunosti eliminira oslobadanje sumporovog dioksida koje uzrokuje kisele kiSe (Lashinky
i Schwartz, 2006).

4.2. Sirovine za dobivanje etanola

Procesom fermentacije, etanol se moze proizvesti iz svih sirovina koje sadrze Secere ili
polisaharide koji se mogu razgraditi do Secera. Medutim, osnovne sirovine u industrijskoj
proizvodnji alkohola su uglavhom Secerne i polisaharidne sirovine te u novije doba
lignocelulozni materijali (Grba, 2010).Sirovine za proizvodnju etanola se mogu podijeliti
na sljedeéi nacin (Grba, 2010) :

1. Secerne sirovine

2. Skrobne sirovine

3. Lignocelulozne sirovine

4. Ostaci razli€itih industrija

4.2.1.Seéerne sirovine

NajCesCe koristene Secerne sirovine su: melasa SecCerne repe i Secerne trske, sokovi
Secerne repe i Secerne trske, sirutka, sulfitna luzina i hidrol, a veoma rijetko voéne
sirovine. S obzirom da ove sirovine sadrze vec fermentabilne Secere (glukoza, fruktoza,
manoza, saharoza i maltoza) nije potreban njihov predtretman kako bi se reducirali Seceri
i zbog toga se za proizvodnju etanola iz Secernih sirovina koristi najmanje sloZena
tehnologija i najjednostavniji postupak proizvodnje.

Secerna repa, $eéerna trska, slatki sirak i neka voc¢a su dobar izvor sokova bogatih
SeCerima za proizvodnju etanola. Medutim, kratko vrijeme skladiStenja i podloznost
kontaminaciji razli€itim mikroorganizmima pokazali su se kao glavni nedostatci sokova
kao supstrata (Zabed i sur., 2014).

Seéerna repa je kao kultura jako rasprostranjena i prilagodijiva razli¢itim klimatskim
uvjetima, a najznacajniji dio biljke je korijen. Kod Secerne trske kao i kod Secerne repe
glavni sastojak je saharoza, a pored ovog $ecéera sadrZi jo§ i monomere glukozu i fruktozu.
Jednostavniji procesi proizvodnje sokova obuhvacaju usitnjavanje sirovine pomocu raznih
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mlinova ili rezaCa, te nakon toga slijedi tijeStenje ili ekstrakcija Se¢ernog soka sve do
njegovog prociScavanja (Zabed i sur., 2014). Za proizvodnju etanola moZze se iskoristiti
bagasa ili pulpa koja se dobiva nakon procesa ekstrakcije.

Seéernim sirovinama potreban je samo postupak mljevenja za ekstrakciju $ec¢era do
fermentacije (ne zahtijeva nikakav korak poput hidrolize) te to predstavlja relativho
jednostavan proces pretvorbe SecCera u etanol. U navedenom procesu etanol se moze
fermentirati izravno iz sokova trske i Secerne repe ili iz melase koja se dobiva kao proizvod
nakon ekstrakcije Seéera (Igoz i sur., 2009). Ukratko, proces proizvodnje etanola iz
Secerne trske sastoji se od pripreme, mljevenja trske, proces fermentacije i destilacija -
ispravljanje - dehidracija.

4.2.2.Skrobne sirovine

Skrobne sirovine koje se koriste za proizvodnju etanola su: zrno kukuruza, zrno p3enice,
zrno je€Cma, zrno rize, zrno krumpira i ostale sirovine. Najveca proizvodnja etanola u
svijetu je iz kukuruza, posebno u SAD-u. Proizvodnja etanola iz Skrobnih sirovina je dosta
slicna kao i ona kod proizvodnje Secernih sirovina, samo se razlikuju u procesu pripreme
supstrata. Kod Skrobnih sirovina je vazno Skrob prevesti do fermentativnih Secera
(monosaharida i disaharida) koje kvasci prevode u etanol. Zrno kukuruza kao Skrobna
sirovina predstavlja osnovnu sirovinu za proizvodnju etanola. Proces proizvodnje etanola
iz Skrobnih sirovina zapocinje pripravom i ukomljavanjem. Priprava se sastoji od Cis¢enja,
namakanja te usitnjavanja sirovine.

4.2.3. Lighocelulozne sirovine

Lignocelulozna biomasa je kompleksna sirovina koja se sastoji od celuloze (45%),
hemiceluloze (30%) i lignina (25%). Lignocelulozne sirovine mogu biti:
1. Poljoprivredni ostaci (kukuruzovina, slama, biomasa Secerne trske, pulpa Secerne
repe)
2. Drvo (Sumski ostatci, piljevina, otpaci od prerade drveta)
3. Energetski usjevi (viSegodisSnje trave, miskantus, topola)
4. Komunalni otpad

Lignoceluloza je pogodna sirovina za proizvodnju etanola jer je Siroko rasprostranjena,
obnovljiva i ne upotrebljava se u prehrani. Proizvodnja etanola iz lignoceluloznih sirovina
je slozen proces koji se u mnogim aspektima razlikuje od proizvodnje iz SecCernih ili
Skrobnih sirovina.
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Problemi pri proizvodniji alkohola iz lignoceluloznih sirovina su vezani uz slozenost same
sirovine, transport biomase manje gustoée do centraliziranih biorafinerija te problemi
vezani uz prethodnu obradu sirovina (predtretman) i hidrolizu do fermentabilnih Secera
(Balan, 2014).

lako je lignocelulozna biomasa vrlo rasprostranjena, komercijalizacija procesa
proizvodnje etanola je limitirana zbog nedovoljnog istrazivanja, osobito onih vezanih za
smanjenje proizvodnih troskova (Joshi i sur. 2011).

4.3. Faze proizvodnje etanola

Naijstariji nacin dobivanja etanola je alkoholna fermentacija. Etanol se kao takav proizvodi
fermentacijom Secera koji se nalaze u biomasi ili iz $ecera koji su proizvedeni prethodnom
enzimskom hidrolizom biomase. Pomoc¢u mikroorganizama, naj¢eSc¢e kvasaca, odvija se
fermentacija Secera, a u novijim tehnologija i bakterije imaju vaznu ulogu u fermentaciji.
Kao i svaki biotehnoloski proces, tako i proizvodnja etanola se moze podijeliti u tri glavne
faze, a to su (Mojovic i sur., 2007):

1. Priprema hranjive podloge, odnosno prethodna obrada supstrata
2. Bioproces (alkoholno vrenje, odnosno alkoholna fermentacija)

3. lzdvajanje i proC€iS¢avanje proizvoda

Slika 5. prikazan je shemtski prikaz dobivanja etanola iz biomase.

1. Prethodna obrada
Kukuruz: Amilaze
Skrob —> Glukoza ——> Etanol
Secerd
Heksoze (Cg):
Biomasa: bt
Celuloza Celulaze G:llnkt!]m
Hemiceluloga @—=> . [S— Etanol
Lot Pentoze(Cs):
Ksiloza
Arabinoza

Slika 5. Prikaza sheme dobivanja etanola iz biomase (Mojovi¢ i sur., 2007)

12



Cilj faze pripreme hranjive podloge je pretvorba Skrobne i celulozne komponente iz
biomase u fermentativhe Sec¢ere pomocu kiselina i enzima. Fermentativni Seceri su oni
Seceri koje mikroorganizmi mogu metabolizirati, odnosno fermentirati do etanola.

Odabir sirovine ovisi o dostupnosti sirovine, proizvodnim i transportnim troSkovima,
sastavu sirovine, trziSnoj cijeni i utjecaju na okolis. Nakon prve faze procesa slijedi
fermentacija koja se odvija u bioreaktoru, nakon c&ega slijedi faza izdvajanja i
prociS¢avanja produkata i zbrinjavanja nastalog otpada tijekom reakcije. 96%-tni alkohol
se dobiva nakon nekoliko faza destilacije. Procesom dehidracije dobiva se bezvodni
etanol (Mojovi¢ i sur., 2007).

4.4. Proizvodnja etanola u svijetu

Etanol je postao atraktivno zamjensko biogorivo jer se proizvodi iz obnovljivih sirovina i
ekoloski je prihvatljiv. Upotrebljava se kao pogonsko gorivo i to kao hidrirani (96 % -tni) ili
bezvodni (u mjeSavinama s benzinom). Nestabilna cijena goriva, te potreba za sigurnijim
dobivanjem energije pridonijeli su povecanju proizvodnje biogoriva.

Trenutno se u svijetu proizvodi 85 milijuna barela nafte godiSnje (1 barel = 158.987295
L), a predvida se da ¢e se do 2030. godine potraznja popeti na 116 milijuna barela (Balan,
2014). Prema RFA (engl. Renewable Fuels Association) svjetska proizvodnja biogoriva
se od 1980. do 2013. godine povecala s 4,4 na 88,6 milijardi litara.

Etanol je jedan od znacajnih alternativnih, obnovljivih izvora energije koji spada u
biogoriva (pored biodizela, biometanola i dr.) koji se dobiva fermentacijom Secéera iz
biomase. Osnovna svrha etanola je: koristan je u industriji kao sirovina, koristi se za
proizvodnju alkoholnih pice i koristi se kao gorivo. Najvec¢a po kapacitetima je proizvodnja
etanola kao biogoriva. Od ukupne proizvodnje etanola u svijetu preko 60% se proizvodi
putem fermentacije.

Prva biogoriva proizvedena su krajem 19. stolje¢a, a interes za komercijalnu proizvodnju
biogoriva za transport javio se 70-ih godina zbog naftne krize.
Osnovni razlozi zbog kojih je pove¢ana proizvodnja biogoriva su:

e Smanjenje uvoza fosilnih goriva iz drugih zemalja
e Osigurana opskrba za energijom

e Smanjena emisija staklenickih plinova

e Podupiranje poljoprivrednog i ruralnog razvoja
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NajviSe etanola, 87% svjetske proizvodnje, proizvodi se u Sjedinjenim AmeriCkim
Drzavama i Brazilu, dok je samo 5% etanola proizvedeno u EU (Ajanovic i Haas 2014).
Na slici 6. prikazana je proizvodnja etanola u svijetu u milijunima litara.

Swjetska proizvodnja bicetanola u milijunima litara
World Ethanol Fuel Production in million litres

Year 2006, 2007. 2008. 2009. 2010. 2011. 202

Europa
Europe

Afrika
Affrica

1627 1 882 2835 3645 4 254 4429 4973

0 55 b5 100 130 150 235

Sjeverna i srednja
Amerika

Morth and Central
America

JuFna Amerika
South America

Azija [Pacifik

18716 25271 353946 42141 51584 54765 54 580

16 969 20 275 24 456 24 275 25964 21637 21 335

Asia/Pacific 1940 2142 2753 2927 3114 3520 3965
Svije
‘l.':g[rltcl 39252 49625 66075 73088 85047 84501 85 885

Slika 6. Proizvodnja etanola u svijetu u milijunima litara (Ivangi¢ Santek i sur.,2016)

Glavni proizvodaci etanola u svijetu su Brazil i SAD, koji zajedno proizvode oko 88% od
ukupne svjetske proizvodnje etanola. lako je proizvodnja etanola rasla tijekom zadnjih
desetak godina, zbog sve ¢eSc¢ih vremenskih nepogoda dolazi do njezinog usporavanja.
Zbog toga je izvoz etanola iz Brazila posljednjih godina znacajno smanjen, dok je
proizvodnja etanola u Europskoj uniji 2011. godine iznosila je 4,4 milijarde litara, Sto
predstavlja priblizno 5 % svjetske proizvodnje. Kina proizvodi oko 2 milijarde litara. Najveci
izvoznik etanola do 2011. godine bio je Brazil, nakon ¢ega vodeéu ulogu preuzimaju
Sjedinjene Americke Drzave (lvancié¢ Santek i sur., 2016).
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5. Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija ili alkoholno vrenje, je biokemijski proces transformacije
monosaharida (glukoze, fruktoze) u alkohol i ugljicni dioksid posredstvom
mikroorganizama i uz sudjelovanje cijelog niza enzima. Alkoholnu fermentaciju vec¢inom
vr§e predstavnici kvasaca raznih rodova i vrsta (Regadon i sur., 1997).

U proizvodnji etanola istrazena je mogucnost primjene niza drugih mikroorganizama kao
Sto su Zymomonas mobilis, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Thermoanaerobacter
ethanolicus, Pichia stipitis, Candida shehatae, Mucor indicus itd (lvan&i¢ Santek i sur.,
2016)

Procesom alkoholne fermentacije prvo dolazi do dekarboksilacije piruvata nastalog
glikolizom u acetalaldehid, a zatim redukcijom acetalaldehida uz pomo¢ NADH: u etanol.
Osim etanola i CO: tijekom alkoholne fermentacije nastaju razli€iti nusprodukti
metabolizma kao $to su glicerol, organske kiseline i viSi alkoholi. Glavni nusproizvod
fermentacije je glicerol za Ciju sintezu se utroSi do 4 % Secera u podlozi. Glicerol ima
vaznu fizioloSku ulogu u regulaciji osmotskog tlaka u stanici kvasca (Cronwright i sur.,
2002). Koncentracija ostalih nusproizvoda metabolizma znatno je manja.

lako je alkoholna fermentacija prirodno zasti¢en proces, jer alkohol koji nastaje inhibira
rast vecCine bakterijskih vrsta, pa one postupno nestaju kako napreduje alkoholno vrenje,
kontaminacija drugim mikroorganizmima, najceS¢e bakterijama mlije¢ne kiseline, divljim
kvascima i bakterijama octene kiseline zna¢ajno smanjuju prinos etanola te inhibira rast
kvasaca (lvancié¢ Santek i sur., 2016). Zbog utro$ka energije i trajanja procesa sterilizacije
podloge koja prethodi fermentaciji, proizvodnja etanola u velikom mijerilu Eesto se provodi
u nesterilnim uvjetima. Rast kontaminanata suzbija se dodatkom antibiotika ili kemijskih
tvari za dezinfekciju (kiseline, vodikov peroksid, sulfit, karbamid peroksid, amonijak itd.).
U proizvodnji etanola najucinkovitijima su se pokazali antibiotici: penicilin (inhibicija
sinteze staniCne stijenke) i virginiamicin (inhibira sintezu proteina) (Watanabe i sur.,
2008).

Glavne karakteristike mikroorganizma koji se koriste u proizvodnji etanola su:
e sposobnost davanja visokog prinosa etanola
e podnosenje visoke koncentracije etanola

Nadalje, mikroorganizam bi trebao imati svojstvo upotrebe viSe Secera kao i podnosenje
inhibitora koji su obi¢no prisutni u hidrolizatu dobivenom nakon predobrade i enzimske
saharifikacije. Istodobna hidroliza i fermentacija (engl. simultaneous saccharification and
fermentation - SSF) glavni je put za proizvodnju etanola (Binod i sur., 2013).
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5.1. Proizvodnja etanola

Fermentacija je bitan metaboli¢ki fenomen koji se u osnovi odvija anaerobno. U procesu
fermentacije, polisaharidi se razraduju na jednostavnije molekule pomocu razli€itih
mikroorganizama. Fermentacija se obi€no odvija u kvascima i bakterijama razliCitih vrsta
(mitcA., 2018). Dvije kljucne komponente u procesu fermentacije su mikroorganizam i
supstrat. Kontrola postupka, odsutnost oneciS¢enja, velika brzina fermentacije i prinos
glavni su ¢imbenici koji odreduju ukupnu ucinkovitost fermentacije.

Vecina fermentacija industrijskog etanola provodi se fermentacijom pod vodom (engl.
submerged fermentation - SmF), pri é&emu je neophodna opskrba kisikom. Sto se tiée
proizvodnje etanola iz lingoceluloznih ostataka, dva su glavna puta kojima se moze
odvijati proizvodnja etanola. Jedan od njih je odvojena hidroliza i fermentacija (engl.
separate hydrolysis and fermentation - SHF ), a istodobna saharifikacija i fermentacija
(engl. simultaneous saccharification and fermentation - SSF) je drugi put proizvodnje
etanola (Binod i sur., 2013).

U procesu SHF biokonverzija lignoceluloze se odvija u dva odvojena reaktora, ¢ime se
razdvajaju procesi saharifikacije i fermentacije. U ovom procesu, svaki korak se moze
provesti u optimalnim uvjetima pH i temperature. Glavni koraci koji su uklju¢eni u SHF su
predtretman, hidroliza i fermentacija. Oba procesa, predtretman i hidroliza, vrlo su vazni
za dobivanje fermentabilnih Seéera. Glavni cilj prethodne obrade je odvajanje celuloze i
hemiceluloza od lignina. Predtretman se moze izvoditi fizikalnim, kemijskim i bioloSkim
sredstvima, a svaka metoda ima svoje prednosti i nedostatke.

Kemijska metoda je najpozeljniji na€in predtretman jer je vrlo jednostavna za izvodenije.
Glavni nedostatak kemijske metode je stvaranje inhibitora i stvaranje otpadnih kemijskih
voda. Stvaranje inhibitora negativno utjeCe na tijek proizvodnje etanola. Mikroorganizam
moze tolerirati inhibitore do odredene koncentracije, nakon ¢ega odumire. Kako bi se to
izbjeglo, prije fermentacije potrebno je detoksicirati prethodno obradene hidrolizirane
tekucine (Binod, 2013).

Inhibitori koji utje€u na fermentaciju uklju€uju octenu kiselinu, mravlju kiselinu, levulinsku
kiselinu, furfural, hidroksimetil furfural, fenol i vanillin. Najvie je istrazen ucinak furfurala
na uzgoj kvasca. Nacin na koji furfural inhibira metabolizam kvasca nije potpuno poznat,
ali pretpostavlja se da inhibira srediSnje enzime u glikolizi.

Studije o procesu SSF pokazale su potencijal za visoki prinos etanola njegovom
proizvodnjom iz lignoceluloznih sirovina. SSF omogucuje provodenje enzimskih hidroliza
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polisaharidnih komponenata lignoceluloze, zajedno s fermentacijom, koristecCi jedan
reaktor. To rezultira smanjenjem inhibicijskih u€inaka krajnjeg proizvoda na enzimsku
hidrolizu i trenutnom dostupnoS¢u fermentirajuCih SeCera. S druge strane, glavni
nedostatak je potreba za pronalaskom povoljnih uvjeta (npr. temperatura i pH) za enzime
u oba procesa, i hidrolize i fermentacije. Tehno-ekonomske analize pokazale su da je SSF
mnogo konkurentniji postupak u odnosu na SHF. Zapravo, upotreba jednog bioreaktora
rezultira snaznim smanjenjem investicijskih i operativnih troSkova (Binod i sur., 2013).

5.2. Uzlazni procesi u proizvodnji etanola

Svi postupci prije poCetka fermentacije opc¢enito se nazivaju uzlazni procesi (engl. up-
stream), kao Sto su sterilizacija reaktora, priprema i sterilizacija kulture medija, priprema i
rast odgovarajuc¢ih inokuluma mikrobnih kultura. Svi uzlazni procesi postupaka vazni su
za uspjesSnu fermentaciju medu kojima priprema medija i fermentacijski parametri igraju
vaznu ulogu. Na primjer, u proizvodnji lignoceluloznog etanola, prethodna obrada
biomase je kljuCni korak kako bi se osigurala dostupnost polisaharida za pretvaranje u
fermentabilne Secere. Reakcijsko okruZenje treba sadrzavati izvor energije, vodu, izvore
ugljika, izvore dusSika, vitamine, minerale, pufere, kelatne Cimbenike, zrak i sredstva protiv
pjenjenja. Prethodno obradivana lignoceluloza ne jam¢i uvijek sve te zalihe, Cime se dolazi
do potrebe dodavanja drugih komponenti koje mogu osigurati rast i fermentaciju
mikroorganizama koji proizvode etanol (Binod i sur. 2013).Vrsta i koli€ina hranijivih
sastojaka medija su od iznimne vaznosti za rast mikroorganizama koji sudjeluju u procesu
alkoholne fermentacije.

U redukcijskom okruzenju ugljik mozZe biti jedan od izvora energije za neke
mikroorganizme. Svi mikroorganizmi trebaju ugljik, a izvor energije za metabolicke
procese moze biti organska ili anorganska tvar. Izvori ugljika za fermentaciju mogu biti
jednostavni ili slozeni ugljikohidrati, organske kiseline, proteini, peptidi, aminokiseline,
ulja, masti i ugljikovodici (Binod i sur., 2013).

Dusik je isto tako neophodna supstanca koja se koristi u mediju za fermentaciju.
UobiCajeno koriSteni izvori duSika u fermentacijskim medijima su kvasScCev ekstrakt,
amonijeve soli i urea. Drugi izvori duSika ukljuCuju aminokiseline, proteine itd. Izvori duSika
se dodaju u SFF reaktor kako bi se osigurao rast etanol producirajuc¢ih mikroorganizama.
Primjerice, ekstrakt kvasca se opcéenito dodaje u SSF proces, €ime se osigurava
odgovarajuca koli¢ina dusika (Binod i sur., 2013)

Minerali su esencijalni elementi potrebni za stanice tijekom njihovog rasta i razvoja.

Esencijalni minerali za sve medije ukljuCuju elemente poput kalcija, klora, magnezija,
fosfora, kalija i sumpora. Drugi minerali poput bakra, kobalta, zeljeza, mangana,
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molibdena i cinka potrebni su, ali u tragovima, stoga ih nazivamo elementima u tragovima.
Elementi u tragovima mogu pridonijeti primarnoj i sekundarnoj proizvodnji metabolita.
Specificna koncentracija razli€itih minerala svakako ovisi o vrsti mikroorganizma koji se
koristi. Uloga elemenata u tragovima ukljuCuje funkcioniranje koenzima za katalizu
mnogih reakcija, sintezu vitamina i izgradnju stanicne stijenke (Vogel i Todaro, 1996).

Kisik je normalno prisutan u vrlo niskim razinama u bioreaktoru tijekom proizvodnje
etanola koji se proizvodi fermentacijom u komercijalnim razmjerima. U praksi proces ne
moze biti potpuno anaeroban, jer kisik je potreban za proizvodnju nezasi¢enih masnih
kiselina koje su neophodne za rast kvasaca i proizvodnju etanola (Binod i sur., 2013).

Opcenito se preporuCuje izbjegavati Cimbenike stresa za kvasce poput visokih
temperatura, visokog osmotskog tlaka, visokog natrija kao i visoke koncentracije
organskih kiselina. Prevencija bakterijski zagadivaca klju€na je za uspjeSnu fermentaciju
etanola. Osim aditiva koje se dodaju kvascima za rast, visina doze kvasca utjeCe i na
ukupni u€inak stoga se doze moraju optimizirati za isplative ucinke (Binod i sur., 2013).
Na primjer, ve¢a doza kvasaca rezultira brzim poCetkom fermentacije, $to pomaze u
kontroli oneciScenja.

5.3. Silazni procesi u proizvodnji etanola

Glavni silazni (engl. down-stream) proces fermentacije etanola ukljuCuje destilaciju.
Nakon destilacije prinos od 95 % etanola poznat je pod nazivom kao rektificirani alkohol.
Samom destilacijom nije moguce ukloniti preostalu vodu iz rektificiranog alkohola, zbog
toga Sto etanol tvori konstantnu kipu¢u smjesu s vodom pri toj koncentraciji poznatoj kao
azeotrop. Za ekstrakciju vode iz etanola potrebno je koristiti sredstva za dehidraciju koji
mogu odvojiti vodu od etanola (Binod i sur., 2013)

Jednostavno sredstvo za dehidraciju je zivo vapno (vecinski sastav zivog vapna je CaO)
koje se dodaje rektificiranom alkoholu i ostavlja preko noc¢i da bi reakcija bila potpuna.
Smjesa se zatim destilira u koloni za frakcioniranje kako bi se dobio apsolutni alkohol. Taj
se postupak uglavnom koristi u procesima manjih razmjera (Binod i sur., 2013)

Dehidracija pomoéu molekularnog sita drugi je pristup koji se koristi u industriji. U ovoj
tehnici, rektificirani alkohol se pregrijava parom u ulaznom super-grijacu (Binod i sur.,
2013.). Zatim ta tekuéina ide na jedan od parova molekularnih sita na nekoliko minuta.
Vremenski gledano, tijek pare rektificiranog alkohola se prebacuje na alternativni paraslo;.
Dio bezvodne pare etanola napusta svjezi adsorpcijski sloj koji se koristi za regeneraciju
napunjenog sloja (Binod i sur., 2013).
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Prednosti tehnologije molekularnog sita su jednostavnost postupka i Cinjenica da je vrlo
lako automatizirati proces smanjujuci rad. Sam proces je inertan i nema uporabe
kemikalija, a materijal za isuSivanje ima vrlo dug Zivotni vijek i upravo zbog toga bi se
trebao ¢esce koristi u industriji (Binod i sur., 2013).
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6. Mikroorganizmi koji proizvode etanol

Mikroorganizmi koji produciraju etanol trebaju zadovoljiti odredene kriterije za koriStenje
u procesima proizvodnje. Mikroorganizam bi trebao brzo pretvarati supstrat u produkt i
produkt (etanol) bi se morao lako odvoijiti iz medija za uzgoj kulture. Ucinkovitost ili prinos,
glavni su ciljevi za odabir mikroorganizma za sve fermentacijske procese. Nekoliko
postupaka se koristi za izolaciju i probir etanol produciraju¢ih mikroorganizama iz razlicitih
izvora. Ti postupci ukljuCuju metodu uzgoja u tekucoj kulturi i metodu uzgoja na krutim
podlogama (Binod i sur., 2013).

Nakon izolacije mikroorganizama, mikroorganizmi se mogu uzgajati bilo u tekucem ili
krutom mediju, npr. podlozi koja uz agar sadrzi Zeljenu sirovinu koja predstavlja izvor
ugljika kao i druge hranjive tvari potrebne za rast mikroorganizama, kao $to su amonijak,
soli i metali u tragovima. Etanol koji proizvode mikroorganizmi se izlu€uje izvan stanica
mikroorganizama i u okolni medij. Izlu€eni etanol tada moze biti detektiran i kvantificiran
na bilo koji prikladan nacin kao $to je plinska ili teku¢inska kromatografija (Binod i sur.,
2013). Od iznimne vaznosti je koristiti metodu detekcije koja moze barem djelomi¢no
kvantificirati etanol koji proizvodi svaki pojedinacni mikroorganizam.

Kvasac je najCeScCe koristeni mikroorganizam za proizvodnju etanola fermentacijom.
Postoje odredena jedinstvena svojstva kvasaca po kojima se oni istiCu u proizvodnji
etanola. Neka od ovih svojstava su:

e brza stopa rasta

e ucinkovita proizvodnja etanola

e tolerancija na stresove iz okoliSa, poput visoke koncentracije etanola i niske razine
kisika

Osim S. cerevisiae, koji je u naj¢eS¢oj komercijalnoj upotrebi, drugi primjeri kvasca koji se
koriste za proizvodnju etanola su Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis,
Candida sp., Pichia sp, koji mogu fermentirati ¢ak i pentozne SecCere. Kvasac moze rasti i
aerobno i anaerobno. Aerobni uvjeti pogoduju proizvodnji stanica kvasca, S§to
proizvodacCima etanola ne odgovara. Medutim, rast tijekom anaerobnih stanja vrlo je
ograni€en i glavna reakcija je pretvaranje SeCera u etanol za proizvodnju energije. Za rast
i razmnoZavanje, kvascu su potrebni upotrebljivi organski ugljik (Seceri), izvor dusika te
razli€iti organski i anorganski ¢imbenici rasta u tragovima (Binod i sur., 2013).

Tijekom pretvorbe Seéera u etanol proizvodi se energija koju stanice koriste za razliCite
funkcije. Osim kvasca, veliki broj bakterija moze proizvesti etanol, ali vecina njih proizvodi
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i druge krajnje proizvode poput butanola, izopropilnog alkohola, octene kiseline, mravlje
kiseline, arabitola, glicerola, acetona, metana itd. (Binod i sur., 2013).

Bakterije koje proizvode etanol kao glavni produkt (tj. minimalno 1 mol proizvedenog
etanola po molu iskoriStene glukoze) prikazane su u Tablici 3 (Binod i sur., 2013).

Tablica 3. Etanol produciraju¢e bakterije (Binod i sur., 2013).

Bakterije mmol proizvedenog etanola po mmol
metabolizirane glukoze

Clostridium sporogenes Do 4,15

Clostridium indolis 1,96

Clostridium sphenoides 1,8

Clostridium sordelli 1,7

Zymomonas mobilis 19

Zymomonas mobilis 1,7

Spirochaeta aurantia 15

Spirochaeta stenostrepta 0,84

Spirochaeta litoralis 11

Erwinia amylovora 1,2

Leuconostoc mesenteroides 11

Streptococcus lactis 1,0

Sarcina ventriculi (syn. Zymosarcina) 1,0

6.1. Kvasci

6.1.1. Saccharomyces sp.

Rod Saccharomyces je poznat po tome Sto u njega spadaju pivski i pekarski kvasac te
vinski kvasci (Dufour i sur., 2011). Ovaj rod je vrlo vazan u suvremenim biotehnoloskim
procesima. Rod Saccharomyces moze fermentirati velik broj supstrata, ukljuujuéi
glukozu, fruktozu, galaktozu, maltozu, saharozu, ksilulozu, dekstrin, rafinozu i Skrob
(Becker i Boles., 2003).

U svijetu se gotovo sva proizvodnja etanola postize koriStenjem jednog roda i vrste,

kvasca Saccharomyces cerevisiae (Binod i sur., 2013). Kvasac S. cerevisiae ne moze
fermentirati pentoze poput ksiloze i arabinoze (Weber i sur., 2010).
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Stanice kvasca S. cerevisiae su robustne, vrlo su otporne na toksi¢ne inhibitore i produkte
fermentacije te fermentiraju SecCere pri niskim pH-vrijednostima, Sto smanjuje rizik
kontaminacije (Weber i sur., 2010).

Poznati su i posebni sojevi koji proizvode etanol iz soka SeCerne trske i melase te soka
od repe i melase i stavljaju se u promet i za komercijalnu proizvodnju. Do sada se
pokazalo da je kvasac sposoban proizvesti etanol od heksoznih Secera dobivenih
saharifikacijom lignoceluloza. Nedavno su odabrani i komercijalizirani sojevi kvasca
visokih ucinaka za proizvodnju suho mljevenog kukuruznog etanola primjenom serijskih
fermentacijski procesa (Binod i sur., 2013). Neki sojevi kvasca fermentiraju brze ili su
sposobni pretvoriti supstrat u etanol s vecim ucinkom. Na slici 7 prikazana je
Saccharomyces cerevisiae pod svjetlosnim mikroskopom.

Slika 7. Prikaz Saccharomyces cerevisiae pod svjetlosnim mikroskopom

Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae

Etanol koji se proizvodi pomoc¢u kvasca S. cerevisiae, kao i koriStenjem vecine ostalih
mikroorganizama, odvija se u dva procesa, prvo procesom glikolize, a zatim procesom
alkoholne fermentacije.

Prema istrazivanju Linde i sur., (2007) istraZena je proizvodnja etanola pomocu je€mene
slame prethodno obradene parom s niskim udjelom enzima i niskom koncentracijom
kvasca, a najveci prinos etanola i koncentracija etanola od 82 % odnosno 15,5 g/L,
postignuti su pri 5 % punjenju krute tvari, enzimskom unosu od 20 jedinica odredene
testom filtriranog papira i s 5 g/L kvasca.

Nedavno je prema istrazivanju Ruiz i sur. (2012) ocijenjena proizvodnja etanola pomocu
prethodno obradene pSeni¢ne slame pomocu termo tolerantne flokuliraju¢e kulture S.
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cerevisiae, a to istrazivanje je pokazalo da je na koncentraciju etanola utjecalo
optereCenje enzimima i opterecenje biomasom. Maksimalna koncentracija etanola od
14,84 g/L postignuta je pri 45 ° C, s 3 % opterecenja biomasom.

Prema istrazivanju Choi i sur., (2012) proizvodnja etanola iz ostataka kave pomocu S.
cerevisiae postigla je koncentraciju etanola i prinos (na temelju sadrzaja Secera) od 15,3
g/L, odnosno 87,2 %.

Prethodna istrazivanja pokazuju da koncentracija natrijevih iona ima znacCajne ucinke na
proizvodnju etanola pomocu S. cerevisiae te da postoji interaktivni u¢inak izmedu kalcija
i magnezija. Utvrdeno je da je optimalna koncentracija natrija 930 mg/L, a povecanje
koncentracije natrija smanijilo je proizvodnju etanola zbog negativnog u€inka na glikolizu,
kao i zbog konkurentne inhibicije unosa kalija koja dovodi do iscrpljivanja kalija iz stanice
i povecane razine natrija (Soyuduru i sur., 2009).

6.1.2. Schizosaccharomyces sp.

Schizosaccharomyces je rod fisijskih kvasaca (vegetativho se razmnozava popre¢nom
diobom), sposoban fermentirati ksilozu u etanol pod mikroaerofilnim ili kisikom
ograni¢enim uvjetima. Prema istrazivanju koje je provedeno zaklju€eno je da istodobna
fermentacija i izomerizacija ksiloze (SFIX) omogucuju potpunu fermentaciju ksiloze u
jednom koraku (Lastick i sur., 1990). SFIX pruza znacajno poboljSanje fermentacije
ksiloze u etanol, jer je brzi i tolerantniji na vecée koncentracije ksiloze i etanola. Takoder
kvasci ovog roda se najviSe Kkoriste zbog svoje sposobnosti podnoSenja vecih
koncentracija alkohola dok je podnoSenje SO: sli€no S. cerevisiae.

6.1.3. Kluyveromyces sp.

Rod kvasaca Kluyveromyces (Slika 8) je prvi put zabiljiezen 1956. i karakteriziran
impresivnom sposobno$c¢u fermentacije, a u taj rod spadaju vrste koje mogu rasti na
galaktozi, laktozi, inulinu, fruktozi i sirutki (Dufour i sur., 2011).

O izravnoj fermentaciji D-ksiloze u etanol pomoc¢u K. marxianus soja SUB-80-S izvijestili
su (Margaritis i Bajpai, 1982). Navedeni soj je proizveo etanol u anaerobnim uvjetima u
mediju koji je sadrzavao 20 g/l ksiloze. Koncentracija i prinos etanola bili su 5,6 g/l i 0,28
g etanola/g.

Proizvodnja etanola iz biomase topole i eukaliptusa istovremenom saharifikacijom i
fermentacijom (SSF) pomocu termo tolerantnog soja kvasca K. marxianus CECT 10875
utvrdena je u istrazivanju prema Ballesteros i sur., (2004).
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Rezultati su pokazali da je moguce posti¢i prinose SSF-a u rasponu od 50-72 %
maksimalnog iskoriStenja SSF-a, za 72-82 h. KoriStenje termo tolerantnih sojeva na
visokim procesnim temperaturama (42°C) umanjuje rizik od oneciSéenja drugim
fermentacijskim kvascima. To omogucuje rad u nesterilnim uvjetima Sto je vrlo povoljno
za kontrolu procesa.

Tomas-Pejo i sur., (2009) razvili su simultani proces saharifikacije i fermentacije za
proizvodnju etanola pomoc¢u termo tolerantnog soja Kluveromyces marxianus CECT
10875. Prinos etanola iznosio je 36,2 g/L, $to je 20 % viSe prinosa etanola u usporedbi sa
serijskim SSF-om. Prema istraZivanju Toyoda i Ohtaguchi, (2008) utvrdeno je da se u
proizvodniji etanola K. lactis NBRC 1903 koristila sirutka kao izvor laktoze. Istrazivanje je
pokazalo da razina otopljenog kisika imala klju¢nu ulogu u proizvodniji etanola u K. lactis
NBRC 1903.

U provedenom istrazivanju, upotrebom divljeg prosa u SSF-u s termo tolerantnim sojem
kvasca, K. marxianus IMB3, postignuta je koncentracija etanola i prinos od 22,5 g/L
odnosno 86 %, nakon 168 h inkubacije (Pessani i sur., 2011).

Proizvodnja etanola iz topole (Populus nigra) uz predtretman eksplozijom parom i
tekucom toplom vodom procesom SSF-a pomoc¢u K. marxianus CECT dala je zanimljive
rezultate (Negro i sur., 2003). Rezultati pokazuju da je proces proizvodnje etanola iz
topole koja je prethodno obradena eksplozijom pare dala 60 % bolji prinos tijekom SSF,
u usporedbi s topolom prethodno obradene teku¢om toplom vodom.

Na slici 8. prikazan je izgled Kluyveromyces marxianus.
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Slika 8. Izgled stanica Kluyveromyces marxianus pod svjetlosnim mikroskopom

Izvor: https://wineserver.ucdavis.edu/industry-info/enology/wine-microbiology/yeast-mold/kluyveromyces-
marxianus
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6.1.4. Candida sp.

Rod Candida, osim svojih poznatih patogenih u€inaka kod ljudi, takoder je poznat po
proizvodnji etanola iz razli€itih sirovina. Procesima razgradnje Seéera, pomoc¢u enzima
glukoamilaze, cijepa polisaharide te omogucuje daljnju pretvorbu Secera u etanol.
Pretvorba Secera dobivenih iz drvnih sirovina u etanol ograniCena je na heksoze jer
ksiloza nije fermentabilan monosaharid, medutim, ksiloza je glavha komponenta
lignoceluloznih ostataka (Binod i sur., 2013). Vecina kvasaca koji metaboliziraju ksilozu
ne proizvode etanol. lako vecina kvasaca moze rasti na ksilozi u aerobnim uvjetima vrlo
mali broj njih ¢e fermentirati ksilozu. Jedan od prvih primjera vrsta iz roda Candida odnosi
se na Candida tropicalis, koja je sposobna fermentirati ksilozu u uvjetima s ograni¢enim
kisikom u prisutnosti povec¢anih koncentracija polietilen glikola (Hagerdal i sur., 1985). Na
slici 9. prikazan je ilustracijski prikaz Candida tropicalis.

4 A
Slika 9. llustracijski prikaz Candida tropicalis
Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Candida_tropicalis#/media/File:C_tropicalis_YC466.png

Prema Tanimura i sur., (2012) izoliran je novi soj kvasca C. shehatae koji je sposoban za
fermentaciju etanola na povisenoj temperaturi. Prinos proizvodnje etanola iznosio je 71,6
% u SX mediju (3 % ksiloze i 0,67 % YNB (duSikova baza bez kvasaca) bez aminokiseline)
nakon 24 sata inkubacije na 37 ° C. Ovaj soj je proizvodio etanol ¢ak i od rizine slame, a
utvrdeno je da je superiorniji od S. cerevisiae za proizvodnju etanola iz lignocelulozne
biomase.

Candida tropicalis moze pretvoriti ksilozu u etanol u aerobnim uvjetima, a proizvodnja

etanola ubrzava se prozraCivanjem. Za pretvaranje ksiloze u etanol u aerobnim uvjetima
potrebno je razgradivati glukozu preko Embden Meyerhoffa puta i puta pentoze fosfata.
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Kod kontinuirane fermentacije ksiloze pomoc¢u C. shehatae u dvostupanjskom reaktoru
se moze prevladati glavni faktor koji sprijeCava kontinuiranu proizvodnju etanola. Stalan
dotok svjezih stanica i kontinuirano uklanjanje istroSenih stanica pomaze u smanjenju
gubitka fermentacijske aktivnosti zbog anaerobioze i izlozenosti visokim razinama
koncentracije etanola (Alexander i sur., 1988).

6.1.5. Pichia sp.

Medu organizmima za fermentaciju pentoze pokazalo se da P. stipitis najvise primjenjuje
u industriji (Slika 10) (Agbogbo i sur., 2006). Na primjer, hemicelulozni hidrolizati Prosopis
juliflora (18,24 g Secerall juhe) pri fermentaciji s P. stipitisom proizvode 7,13 g/l etanola
(Gupta i sur., 2009). Detoksificirani hidrolizat L. camara bogat ksilozom, fermentiran s P.
stipitis 3498 pri pH 5,0 i 30 °C tijekom 36 sati, rezultirao je s 0,33 g alkohola/g
upotrijebljene lignoceluloze (Kuhad i sur., 2010).

U jo$ jednom primjeru, detoksicirani hidrolizat vodenog zumbula hemicelulozne kiseline
(bogat Secerima pentoze) fermentiran s P. stipitis NCIM-3497 pri pH 6,0 i 30 °C rezultirao
je s 0,425 g etanola/g lignoceluloze (Kuhad i sur., 2010).

U istrazivanju Shupe i Liu, (2012) istrazeni su utjecaji brzine mijeSanja na proizvodnju
etanola iz hidrolizata javora P. stipitis. Zaklju¢eno je da je najveci prinos etanola (29,7 g/l)
opazen kada je brzina protoka zraka postavljena na 100 cm3, a brzina mijeSanja na 150
okretaja u minuti. Povecanje ili smanjenje brzine mijeSanja u rasponu 300—350 okretaja u
minuti rezultiralo je padom proizvodnje etanola.

Na slici 10. prikazana je Pichia stipitis pod elektronskim mikroskopom.

........

8

Slika 10. Prikaz Pichia stipitis pod elektronskim mikroskopom
Izvor: https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Pichia_stipitis_three_morphology photo.jpg
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6.2. Bakterije

6.2.1.Clostridium sp.

Rod Clostridium je prvi puta opisan 1880., a radi se o Gram-pozitivnim Stapicastim
obligatnim anaerobima (Dufour i sur., 2011). Ovaj rod sadrzi neke patogene vrste
ukljuCujuci uzroCnike botulizma i tetanusa. Vrste unutar roda koriste Sirok spektar
supstrata od heksoza i pentoza pa do lignoceluloznih Seéera arabinoze, ksiloze i
celobioze, te sloZenih ugljikohidrata poput ksilana i Skroba. Vrste unutar ovog roda takoder
su poznate po nizu ekstracelularnih enzima koji u€inkovito razgraduju hemicelulozu i
celulozu (Mitchell W. J., 1998). Na slici 11. prikazan je rod Clostridium pod svjetlosnim
mikroskopom.
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Slika 11. Prikaz roda Clostridium po svjetlosnim mikroskopom
Izvor: https://hr.wikipedia.org/wiki/Clostridium

Campos i sur., (2002). su utvrdili da Clostridium beijerinckii ima sposobonost aceton-
butanol-etanol (ABE) fermentacije pomocu kukuruza. Serijska fermentacija rezultirala je s
8,93 g/l ukupne proizvodnje aceton butanol etanola u usporedbi s 24,80 g/l ukupnim
aceton butanol etanolom kad se medij nadopuni hranjivim tvarima.

6.2.2. Zymomonas sp.

Unutar roda Zymomonas najpoznatija vrsta je Zymomonas mobilis. Zbog svoje velike
uCinkovitosti kojom provode Secere u etanol Gram-negativhim bakterijama roda
Zymomonas se predaje sve veca vaznost. lako prirodno fermentira heksoze (tj. fruktozu,
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glukozu i saharozu), pomoc¢u genetickog inZenjerstva se uspjelo doéi do sinteze enzima
poput betaglukozidaze, potrebnih za razgradnju i fermentaciju Secera poput ksiloze. Na
slici 12. prikazana je Zymomonas mobilis pod svjetlosnim mikroskopom.

Slika 12. Prikaz Zymomonas mobilis pod svjetlosnim mikroskopom
Izvor: https://www.eurekalert.org/multimedia/785834

Razlicite metaboliCke karakteristike i uzi spektar supstrata €ine Z. mobilis neprikladnim za
proizvodnju etanola iz sirovina na bazi SecCera iz Skroba, ali je dobar domacin za
proizvodnju etanola iz lingoceluloznih otopina (Xia i sur., 2019).

Bakterijske stanice Z. mobilis su znatno manje od stanica S. cerevisiae pa je velika
povrSina dostupna za unos glukoze (Swings i DelLey, 1977). Upravo velika povrSina i
Entner-Doudoroff put metaboliziranja glukoze daju bakteriji nadimak “katabolicki brzi put”
(engl. “catabolic highway”) (Sprenger, 1996).

U istrazivanju Zhao i sur., (2014) usporedena je proizvodnja etanola pomocéu Z . mobilis
ZMA4 i S. cerevisiae iz medija sastavljenog od 200 g/L glukoze u kojem je 3,30 g/L biomase
akumulirano pomoc¢u ZM4 sto je 50% manje od onog Sto je nakupio kvasac. Dva soja
zavrsila su fermentaciju etanola u isto vrijeme u trajanju od 50 sati, a specificna stopa
proizvodnje etanola udvostru€ena je s bakterijom.

U istrazivanju Lawford i Rousseau, (1997) proizvodnja etanola pomocu Z. mobilis koristeci
kukuruzni strmi liker, kao isplativi mediji, pokazala je zanimljive rezultate. Utvrdeno je da
je 1 % (v/v) kukuruznog strmog napitka optimalno, a u&inkovitost pretvorbe Secera u
etanol, bila je 98 %. Proizvodnju etanola iz hidrolizata Skroba pomoc¢u Z. mobilis i
glukoamilaze imobilizirane u hidrogelu polivinil alkohola proveli su Rebros i sur., (2009).
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Produktivnost etanola povecana je 2,1 puta s imobiliziranom glukoamilazom u usporedbi
sa sustavom mikroorganizama bez slobodnih enzima.

Medutim, Z. mobilis metabolizira glukozu, fruktozu i saharozu, a prinos etanola iz
saharoze je znaCajno ugrozen zbog stvaranja polisaharida levana (Sprenger G.A., 1996),
Sto ga Cini neprikladnim za proizvodnju etanola iz soka Secerne trske ili melase. Isto tako,
Zitarice sa Skrobom kao glavnim ugljikohidratima koriste se u industriji, a Skrob je potrebno
hidrolizirati u glukozu. lako je glukoza glavni Secer, u hidrolizatu postoje i drugi Seceri,
poput maltoze i maltotrioze, koje fermentiraju S. cerevisiae, ali i Z. mobilis. Stoga se Z.
mobilis ne moZze koristiti za proizvodnju etanola iz Zitarica. (Xia i sur., 2019)

Prema istrazivanju koje su proveli su Rebros i sur., (2009) u proizvodnji etanola iz
hidrolizata Skroba pomoc¢u Z. mobilis i glukoamilaze zarobljene u hidrogelu polivinil
alkohola, utvrdeno je da je produktivhost proizvodnje etanola povecana za 2,1 puta s
imobiliziranom glukoamilazom u usporedbi sa sustavom mikroorganizama bez slobodnih
enzima.

6.2.3.Thermoanaerobacter sp.

Thermoanaerobacter sp. je Gram-negativha, anaerobna i nesporogena bakterija.
Bakterija je istrazivana u kontekstu proizvodnje biogoriva zbog njeznog Sirokog spektra
supstrata, posebno prema Secerima koji su prisutni u lignoceluloznim sirovinama.
Georgieva i sur., (2008) istrazivali su proizvodnju etanola termofilnom bakterijom
Thermoanerobacter BG1L1 u kontinuiranom reaktoru koriste¢i mokru eksplodiranu
pSenic¢nu slamu. Fermentacija je provedena u reaktoru s fluidiziranim slojem na 70 ° C.
Prinos etanola koristenjem nedetoksificiranog hidrolizata iznosio je 0,39-0,42 g/g. Ovo
istraZivanje otkrilo je potencijal vrsta Thermoanaerobacter pomoc¢u reaktora s fluidiziranim
slojem za anaerobnu fermentaciju etanola.

6.3. Mikroskopske gljive

6.3.1.Fusarium sp.

Proizvodnja etanola iz hidrolizata drva pomodéu sojeva Fusarium oxysporum D-140 i
NCIM1072 (Slika 13) pri pH-vrijednosti 5,5 i temperaturi 30 °C nakon 96 sati fermentacije
iznosila je 12,3 g/L i 11,7 g/L. U prisutnosti ekstrakta kvasca i minerala nakon 108 sati
inkubacije proizvodnja etanola je iznosila 13,2 g/L) (Binod i sur., 2013).
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Pivski trop (eng. spent brewer’s grain) je atraktivna jeftina sirovina za proizvodnju etanola.
Xiros i Christakopoulos, (2009) su u istrazivanju procijenili submerznu proizvodnju etanola
pomocu Fusarium oxysporum uz primjenu integriranog procesa. Procijenjeni su ucinci
razliitih procesnih parametara koji utjeCu na proizvodnju etanola. Hidroliza predstavlja
usko grlo, a pomocu F. oxysporum postignut je prinos etanola od 109 g/kg suhe tvari $to
je 60 % od teorijskog prinosa i stoga je ovaj proces ekonomski opravdan te prikladan za
komercijalnu primjenu. F. oxysporum moZze fermentirati ksilozu koja je prisutna u pivskom
tropu, a u€inak pocetne koncentracije Secera i aeracije utjeCu na provedbu fermentacije
F. oxysporum.

Ruiz i sur., (2007) ocijenili su proizvodnju etanola iz lignoceluloznih ostataka koji su
sadrzavali 50 % ksiloze i 50 % glukoze pomoc¢u F. oxysporum, uz postizanje prinosa
etanola 0,28 g/g. UCinkovitost fermentacije bila je niZa, ali njegova sposobnost za SSF
predstavlja potencijalnu prednost. Na slici 13. prikazan je Fusarium oxysporum.

Slika 13. Fusarium oxysporum pod svjelosnim mikroskopom
Izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Fusarium

6.3.2. Aspergillus sp.

Pushalkar i Rao, (1998) opisali su celuloliticku gljivicu Aspergillus terreus koja je pokazala
dodatno svojstvo fermentacije glukoze, drugih heksoza, pentoza i disaharida u etanol. Od
razli€itih ispitanih izvora ugljika, glukoza maksimalno doprinosi proizvodnji etanola.

Vrijednosti etanola i teoretski prinosi koje je A. terreus proizvela s glukozom i celobiozom

bili su veci od onih koje su bile kod drugih vrsta gljiva. Na slici 14. prikazan je Aspergillus
terreus pod svjetlosnim mikroskopom.

30


https://en.wikipedia.org/wiki/Fusarium

Slika 14. Prikaz Aspergillus terreus pod svjetlosnim mikroskopom
Izvor: https://www.diark.org/diark/species_list/Aspergillus_terreus_NIH2624

6.3.3. Mucor sp.

Sues i sur., (2005) identificirali su Mucor indicus kao potencijalni soj za proizvodnju
etanola koji moze rasti aerobno, kao i anaerobno na razli€itim pentozama i heksozama s
prinosom i produktivno$cu istim kao kod S. cerevisiae.

Odabran je ekonomi¢an medij za proizvodnju etanola tako da su kvasScCev ekstrakt u
mediju za fermentaciju zamijenili ekstraktom plijesni M. indicus (Binod i sur., 2013). Prinos
etanola iznosio je 0,46 g/g , a produktivnost 0,69 g/L. Proizvodnja etanola bila je veéa pri
aerobnom rastu na glukozi bez limitacije kisikom. lzgled sporangija sa sporama plijesni
Mucor sp. prikazan je na slici 15.

R s ‘§\

Slika 15. Prikaz spora plijesni Mucor pod svjetlosnim mikroskopom
Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Mucor-on-Lactophenol-Cotton-Blue-staining-showing-broad-
aseptate-hyphae-with-extension_fig2 304582832
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6.3.4.Neurospora sp.

Dogaris i sur., (2012) proveli su istrazivanje o proizvodnji etanola pomoéu Neurospora
crassa iz bagaze slatkog sirka prethodno tretirane razrijedenom kiselinom. Pokazalo se
da je N. crassa superiorna u odnosu na kvasac S. cerevisiae, dok njihove mijeSane kulture
imaju negativan utjecaj ha proizvodnju etanola. Na slici 16. prikazan je izgled spora plijesni
Neurospora crassa.

Slika 16. Izgled spora plijesni Neurospora crassa pod elektronskim mikroskopom
Izvor: http://www.genomenewsnetwork.org/articles/05_03/mold.shtml
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7. Zakljuéak

Zbog sve vece industralizacije i motorizacije doslo je do porasta potraznje za naftom.
Proizvodnjom biogoriva smanjuje se ovisnost trziSta o uvozu nafte. Biogoriva se dobivaju
preradom biomase, a mogu biti proizvedena neposredno iz biljaka ili posredno iz
industrijskog i poljoprivrednog otpada i/ili otpada iz kucanstva. Danas se najveca
pozornost pridaje etanolu kao biogorivu. Naime, u posljednjih tridesetak godina
proizvodnja etanola u svijetu je porasla za oko Sest puta, a razlog toga je €injenica da se
etanol sve viSe koristi kao zamjena djela benzina za pogon motornih vozila.

Najstariji nacin dobivanja etanola je alkoholna fermentacija. Etanol se tako proizvodi
fermentacijom Secera koji se nalaze u biomasi ili iz Secera koji su proizvedeni prethodnom
enzimskom hidrolizom sastojaka biomase. Pomoc¢u mikroorganizama, najCesce kvasaca,
odvija se fermentacija Secera, a u novijim tehnologijama i bakterije imaju vaznu ulogu u
procesu. Postoji ograniCen broj mikroorganizama koji fermentiraju ugljikohidrate,
uglavnom pentozne ili heksozne Secere u alkohole. Glavni bakterijski sojevi koji proizvode
etanol ukljuCuju Clostridium sp., Thermanerobacter sp., Zymomonas sp., itd. Poznato je i
da su mikroskopske gljive proizvodaci etanola. Neke od najpoznatijih su Fusarium sp.,
Aspergillus sp., Mucor sp., Neurospora sp. Najpoznatija vrsta kvasaca u svijetu pomocu
kojih se postize najveca proizvodnja etanola je Saccharomyces sp. Osim Saccharomyces
sp. kvasci koji se koriste za proizvodnju etanola su Schizosaccharomyces sp.,
Kluyveromyces sp., Candida sp., Pichia sp. koji mogu fermentirati ak i pentozne Secere.

Svi gore navedeni mikroorganizmi veoma su vazni za proizvodnju etanola, a glavne
karakteristike u proizvodnji su im sposobnost davanja visokog prinosa etanola i
podnoSenje visoke koncentracije etanola. Za oCekivati je da ¢e se buduéa proizvodnja
etanola, zbog veceg stupnja koristenja lignocelulozne biomase kao sirovine, temeljiti na
novim vrstama mikroorganizama s vec¢om ucinkovitosti proizvodnje etanola. Zbog
sloZenosti procesa proizvodnje, cijena etanola proizvedenog iz lignoceluloznih sirovina je
dva do tri puta veca od cijene benzina. Stoga ¢e, osim ucinkovitosti, ovi mikroorganizmi
morati zadovoljiti i uvjet ekonomske isplativosti procesa proizvodnje etanola iz
lignocelulozne biomase.
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