glasnik zastite bilja| 61

godina

Petravi¢-Tominac Vlatka', Martina Tolvajcic?, Pregledni stru¢ni rad
Stanzer D.3, Jasna Mrv¢ié 3, Santek B.’

Kvasci za proizvodnju bioetanola
iz hidrolizata lignoceluloznih sirovina

Sazetak

Velika kolicina lignoceluloznog otpada, kojeg cine uglavnom celuloza, hemiceluloza i lignin, nastaje u su-
marstvu, poljoprivredi i prehrambenoj industriji. Obzirom na dostupne kolicine ovih jeftinih i obnovljivih

sirovina u Republici Hrvatskoj, vazno je razmotriti mogucnosti njihove primjene u proizvodniji bioetanola i
raznih drugih biotehnoloskih proizvoda. Lignocelulozni hidrolizati su sloZzene smjese heksoza i pentoza te

drugih spojeva od kojih neki mogu djelovati kao inhibitori fermentacije. U ovom radu dan je pregled kvasa-
ca koji se koriste i/ili istrazuju za proizvodnju etanola iz lignoceluloznih hidrolizata.

Kljucne rrijeci: bioetanol, lignoceluloza, kvasci, heksoze, pentoze, inhibitori

Uvod

Lignocelulozni materijali su glavna komponenta biljne biomase i predstavljaju obnov-
ljivi izvor energije dostupan na Zemlji (Salvachua i sur., 2011). Rijec je o razli¢itim poljo-
privrednim ostacima (npr. ostaci nakon berbe psenice, repe i kukuruza, pulpa secerne
repe, sijeno, zelena i suha trava) i ostacima drvne industrije (npr. piljevina, strugotine i
ostali ostaci drva; Sun i Cheng, 2002). Strukturni polimeri lignoceluloznih materijala su ce-
luloza, hemiceluloza i lignin, a njihovi udjeli ovise o vrsti biljke. Opcenito lignoceluloza
sadrzi 25-50 % celuloze, 20-40 % hemiceluloze i 10-35 % lignina (Sluiter i sur., 2010; loelo-
vich, 2014). U literaturi su dobro opisane vrlo sloZzena struktura lignoceluloze te kemijske
strukture celuloze, hemiceluloze i lignina (Alonso Bocchini Martins i sur., 2011; Hilgert i sur.,
2013; Anwar i sur., 2014 i Isikgor i Becer, 2015).

Vecina ugljikohidrata lignoceluloze moze se hidrolizom razgraditi do jednostavnih
Secera te potom prevesti u brojne biotehnoloske proizvode (Alriksson, 2006; Janusic¢ i sur.,
2008; Taherzadeh i Karimi, 2007; Taherzadeh i Karimi, 2008; Kumar i sur., 2009). Bioetanol je
od izuzetne vaznosti jer se koristi kao biogorivo (Srivastava i sur., 2015). Prednost bioeta-
nola u odnosu na klasi¢na fosilna goriva je u smanjenju emisije tvari Stetnih za zdravlje i
okolis, sto je vazno na lokalnoj i globalnoj razini (Chlopek, 2007). Obzirom na lignocelu-
lozni otpad dostupan u velikim koli¢inama u Republici Hrvatskoj, to bi mogao postati sta-
bilan izvor obnovljivih sirovina i dobar temelj razvoja proizvodnje bioetanola, ali i drugih
proizvoda dodane vijednosti.

Lignocelulozni materijali su tesko razgradivi zbog kristali¢ne strukture celuloze i kom-
pleksne strukturne organizacije celuloze, hemiceluloze i lignina. Stoga je prije samog bi-
otehnoloskog procesa, ovisno o vrsti lignoceluloznog materijala i Zeljenom proizvodu,
potrebno provesti odgovarajuce postupke predobrade (fizikalne, fizikalno-kemijske, ke-
mijske ili bioloske). Najvaznije karakteristike razli¢itih metoda predobrade lignoceluloze
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opisane su u vise preglednih radova, od kojih su neki opéeniti, dok su neki usmjereni upra-
vo na predobradu u procesima proizvodnje bioetanola (Pérez i sur., 2002; Mosier i sur.,
2005; Janusi¢ i sur., 2008; Taherzadeh i Karimi, 2008; Kumar i sur., 2009a; Mussato i Teixeira,
2010; Zhang i Shahbazi, 2011; Chiaramonti i sur., 2012; Mood i sur., 2013; Putro i sur., 2016;
Chenisur., 2017; Kumar i Sharma, 2017).

Postoji nekoliko mogucnosti za provodenje hidrolize lignoceluloznih sirovina, a
najcesce se primjenjuju kemijska i enzimska hidroliza (Taherzadeh i Karimi, 2007). Slika
1 prikazuje primjer hidrolize i kasnije fermentacije u proizvodnji bioetanola. Hidrolizom
celuloze oslobada se glukoza, a hidrolizom hemiceluloze oslobadaju se heksoze (glukoza,
manoza, galaktoza) i pentoze (ksiloza, ramnoza, arabinoza). Oslobodeni Seceri se mogu
prevesti u etanol, a lignin zaostaje kao sekundarni produkt.

hidroliza fermmentacija
celuloza * glukoza * etanol

hidroliza pEI'I'l'CIIE fﬂ"llﬂll'ﬂﬂiiﬁ
hemiceluloza b i ——
heksoze etanol

Slika 1. Konverzija lignoceluloze u fermentabilne Secere, a potom u etanol (Taherza-
deh i Karimi, 2007).

Figure 1. Conversion of lignocellulose to fermentable sugars, and then in ethanol (Ta-
herzadeh and Karimi, 2007)

Osim 3ecera, kiselinskom hidrolizom lignoceluloznih materijala nastaje i vedi broj nus-
produkata razgradnje sloZenih ugljikohidrata i lignina, koji su toksi¢ni za radne mikroor-
ganizme i negativno utjecu na efikasnost fermentacije (Mussatto i Roberto, 2003). Ovi in-
hibitori obi¢no se na temelju porijekla dijele u tri velike skupine, a to su organske kiseline,
derivati furana i fenolni spojevi. Nastajanje inhibitora ovisi o samoj sirovini, ali i o metodi
hidrolize te uvjetima pri kojima se ona provodi (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000a,b).
Medu velikim brojem inhibitora posebno se moze izdvojiti njih nekoliko, a to su furfural,
vanilin, octena kiselina, mravlja kiselina i 5-hidroksimetil furfural. Mehanizmi nastajanja in-
hibitora, njihovo djelovanje i nacini prevladavanja problema inhibicije u lignoceluloznim
hidrolizatima opisani su u literaturi (Alriksson, 2006; Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000a,b).

Opcenito o mikroorganizmima za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih hidrolizata

Zbog ranije navedenih ¢injenica je izuzetno vazno odabrati odgovaraju¢e mikroorga-
nizme koji mogu ucinkovito fermentirati Secere prisutne u lignoceluloznim hidrolizatima,
a istodobno su dovoljno otporni na prisutne inhibitore. Optimalni radni mikroorganizam
trebao bi posjedovati niz osobina, a njih moze imati mikroorganizam izoliran iz prirode
ili se mogu dobiti primjenom genetickog inZenjerstva. Za primjenu na lignoceluloznim
sirovinama istrazuju se razni radni mikroorganizmi - prokariotski i eukariotski (Weber i sur.,
2010).
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Koristenje jeftine hranjive podloge je jedan od kriterija za odabir radnih mikroorga-
nizama (Binod i sur., 2013). Glavne karakteristike radnih mikroorganizama za proizvodnju
etanola su velik prinos etanola, velika produktivnost i tolerancija na velike koncentracije
etanola. Takoder, mikroorganizam bi trebao imati sposobnost konverzije vise razli¢itih
Secera, kao i toleranciju prema inhibitorima u lignoceluloznim hidrolizatima. Uz to bi tre-
bao tolerirati niske pH-vrijednosti i velike temperature kako bi se smanjio rizik od kontami-
nacije. Veca temperatura fermentacije smanjuje moguénost pojave mezofilnih kontami-
nanata. Na taj nacin se smanjuje potreba za sterilizacijom i proces postaje ekonomicniji.
Tijekom postupaka selekcije testiraju se ucinkovitost i prinos velikog broja izoliranih soje-
va te postojanost njihovih svojstava. Za proizvodnju etanola iz lignoceluloznih hidrolizata
mogu se koristiti razni mikroorganizmi — kvasci, neke bakterije, te vise vrsta filamentoznih
funga. Kvasci se medu ostalim mikroorganizmima za proizvodnju etanola isticu po svojst-
vima kao $to su velika specifi¢na brzina rasta, ucinkovita represija glukozom, dobra proiz-
vodnja etanola i tolerancija na okolisni stres (npr. velike koncentracije etanola). lako moze
fermentirati isklju¢ivo heksoze, Saccharomyces cerevisiae je industrijski najznacajnija vrsta
kvasaca. Za ekonomi¢nu i odrzivu konverziju lignoceluloze u etanol traze se mikroorga-
nizmi koji mogu fermentirati i druge $ecere poput ksiloze, manoze, arabinoze ili galaktoze.
To je moguce primjenom kvasaca kao $to su Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces
lactis te vrste rodova Candida i Pichia (Binod i sur., 2013).

U tekstu koji slijedi bit ¢e navedene karakteristike najvaznijih rodova i vrsta kvasaca koji
se mogu koristiti za proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina. Primjeri istraZivanja
proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina s pomocu opisanih kvasaca navedeni su u
Tablici 1.

Tablica 1. Primjeri istraZivanja kvasaca za proizvodnju bioetanola
Table 1. Examples of yeast research for bioethanol production

. Radni . Sirovina / hranjiva Pokazatelji u¢inkovitosti ® Referenca
mikroorganizam podloga®

Je¢mena slama

Saccharomyces (predobrada razrijedenom Y,=15,5-22,449/L, . .

cerevisiae sumpornom kiselinom, a E’=80-82% Linde  sur. (2007)
potom parom)

Termotolerantni P3eni¢na slama

flokulentni kvasac S. (hidrotermalna Y,=14,84 g/L (pri 45 °C) Ruiz i sur. (2012)

cerevisiae predobrada)
Lignocelulozni otpad

Saccharomyces dobiven nakon cijedenja Y, =5,69/L, Rodrigues i sur.

cerevisiae ploda Indijskog oraha Pr=1,41g/Lh (2011)
(Anacardium occidentale)

Saccharomyces gtg%%r;eplé?rr]i%aranée ¥, =39,60 g/L dobiveno Wilkins i sur. (2007)

cerevisiae eksplozijom) variranjem vise parametara

Saccharomyces Ostaci od proizvodnje Y,=15349/L, .

cerevisiae kave E= 87,2% Choiisur. (2012)
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Radni
mikroorganizam

Sirovina / hranjiva
podloga?

Pokazatelji u¢inkovitosti

Referenca

Candida shehatae
ATY839

Alkalno obradena riZina
slama

E=71,6 % nakon 24 h.
Superioran u odnosu

na druge sojeve
(Saccharomyces cerevisiae
NBRC 0224, Scheffersomyces
stipitis NBRC 10063 i C.
shehatae ATCC 22984)

s kojima je usporeden
tijekom preliminarnih
istrazivanja.

Tanimuraisur.
(2012)

Candida glabrata
Cgrd1 koja nema
respiratorni lanac

Celuloza uz primjenu
simultane saharifikacije i
fermentacije (SSF)

Postize vecu proizvodnju
etanola od sojeva C.
glabrata NFRI3164 i S.
cerevisiae koristenih za
usporedbu

Watanabe i sur.
(2010)

Kemijski definirana

Y,=37g/Lu
dvostupanjskom procesu,

Alexander i sur.

Candida shehatae podloga (ksiloza 90 g/L) Y,=38¢g/L usarznom (1988)

uzgoju

Y,=5649/L e
Kluveromyces - Iy ! Margaritis i Bajpai
marxianus SUB 80-S 20 g/L ksiloze Ve =0,28getanola/g (1982)

siloze

Kluveromyces Biomasa topole i Y,=16-199g/L, Ballesteros i sur.
marxianus CECT 10875 eukaliptusa E=50-72% (2004)

Termostabilni
soj Kluveromyces

Pseni¢na slama obradena
parnom eksplozijom,
a potom simultana

Y,=36,2g/L u3arznom
postupku s prihranjivanjem
(20% viSe nego u Sarznom

Tomas-Pejo i sur.
(2009)

manxianus CECT 10875 saharifikacija i fermentacija postupku)
Kluveromyces Je¢mena slama obradena Vo= 22.g/Lvnakon 72h (E= Garcia-Aparicio i
. o 67,4 % izracunato na suhu
marxianus CECT 10875 parnom eksplozijom tvar) sur. (2011)
Ukrasno proso (eng.
Kluveromyces switchgrass, lat. Panicum

marxianus IMB3

virgatum) podvrgnuto
hidrotermolizi

Y,=2259/L,E=86%

Pessaniisur. (2011)

Topola (Populus nigra)

Y,=20g/Lnakon72h
(iskoristenje 60 % u odnosu

Kluve(omyces ekspandirana parom il na teorijsko). Bolji je prinos  Negro i sur. (2003)
marxianus CECT 10875 ; .
obradena vru¢om vodom  uz prethodnu ekspanziju
parom pri 240°C).
Pichia stipitis Hidrolizati Sumske vrste 13, Gupta i sur. (2009)
Prosopis juliflora Pt ’
Biljka Lantana camara Nakon 24 sata Y, = 5,16 g/L,
Pichia stipitis 3498 hidrolizirana razrijedenom Y, =0,33 g/g, Kuhad i sur. (2010)
kiselinom i detoksicirana ~ Pr=0,23 g/L/h
Kiselinski hidrolizat
Pichia stipitis NCIM- vodenog zumbula Y, =0425getanola/g . .
3497 (eng. water hyacinth), lignoceluloze Binod sur. (2013)

detoksiciran
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. Radni . Sirovina / hranjiva Pokazatelji u¢inkovitosti ® Referenca
mikroorganizam podloga?
Hidrolizat bagase (ostatak
nakon prerade Secerne Y, = 0,30 g/g (detoksicirani
Pichia stipitis DSM trske), uz dodatak hidrolizat) .
3651 kvascevog ekstrakta, Y,s= 0,20 g/g (bez Canilha i sur. (2010)
sladnog ekstrakta i detoksikacije)
peptona
Pichia stipitis NRRL Kiselinski hidrolizat rizine Pr=0,39 g/Lh, E=72,5% Silva i sur. (2010)
Y-7124 slame

Y,=29,7 g/L uz vrlo nisku
koncentraciju kisika i
mijeSanje 150 okretaja u
minuti.

Hidrolizat drveta Acer
Pichia stipitis saccharum (hrv. Secerni
javor)

ShupeiLiu (2012)

Kukuruzovina obradena
Pichia stipitis CBS 5776 parnom eksplozijom, bez
detoksikacije

Y, =preko 94,68 g/L, E=

preko 80% Yong isur. (2012)

9 Prikazana istrazivanja provedena su na lignoceluloznim sirovinama nakon prethodno provedene pre-
dobrade ili u kemijski definiranim podlogama koje oponasaju kemijski sastav lignoceluloznih hidrolizata.

®Y, - prinos etanola (g/L)

Y, — koeficijent konverzije supstrata u produkt (g etanola / g supstrata)

Y, (teor) - teorijski koeficijent konverzije supstrata u produkt (g etanola/ g supstrata)
E - iskoristenje (%), E=Y, . /Y, (teor)

P/S P/S
Pr - produktivnost (g etanola /Lh)

9 The studies have been carried out on lignocellulosic raw materials after pretreatment or in
chemically defined substrates mimicking the chemical composition of lignocellulosic hydrolysates
by, —ethanol yield (g/L)
Y, .~ yield of substrate to product conversion (g ethanol / g substrate)
Y, «(theor) - theoretical yield of substrate to product conversion (g ethanol / g substrate)
E —efficiency (%), E=Y,. /Y, (theor)

P/S P/S

Pr— productivity (g ethanol /Lh)

Kvasci koji se istrazuju i koriste za proizvodnju bioetanola iz hidroliza-
ta lignoceluloznih sirovina

Kvasci roda Saccharomyces

Rod Saccharomyces je od velike vaznosti u tradicionalnim i suvremenim biotehnoloskim
procesima. Vrste koje pripadaju ovom rodu mogu fermentirati velik broj supstrata,
ukljucujuci glukozu, fruktozu, galaktozu, maltozu, saharozu, ksilulozu, dekstrin, rafinozu
i Skrob. Metodama geneti¢kog inZenjerstva neki su sojevi modificirani tako da metabo-
liziraju lignocelulozne 3ecere kao $to su ksiloza i arabinoza (Dufour i sur., 2011).

Gotovo sva svjetska proizvodnja etanola provodi se s kvascem Saccharomyces cerevi-
siae (Binod i sur., 2013). Stanice te vrste vrlo su otporne na inhibitore i produkte ferment-
acije te fermentiraju Secere pri niskim pH-vrijednostima, $to smanjuje rizik kontaminacije.
Stoga se kvasac S. cerevisiae pored tradicionalne primjene za dizanje tijesta pri izradi kruha
i za proizvodnju fermentiranih alkoholnih pica, takoder koristi i za industrijsku proizvod-
nju specijalnih kemikalija i bioetanola (Weber i sur., 2010; Dufour i sur., 2011). S. cerevisiae
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pokazuje veliku toleranciju na etanol u tekucoj kulturi i veliku sposobnost proizvodnje
etanola (Morais i sur., 1996; Dufour i sur., 2011). Obzirom da ne moze fermentirati pentoze
poput ksiloze i arabinoze (Olofsson i sur., 2008; Weber i sur., 2010), primijenjeni su razliciti
pristupi kako bi se metabolicki putevi za koristenje ovih pentoza integrirali u kvasac S. cere-
visiae (van Maris i sur., 2007; Weber i sur., 2010), koji je medu najbolje istrazenim mikroorga-
nizmima te postoji velik broj metoda za njegovu geneticku modifikaciju (van Maris i sur.,
2007; Weber i sur., 2010). Primjeri proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina pomocu
kvasca S. cerevisiae navedeni su u Tablici 1.

Kvasci roda Candida

Rod Candida uklju¢uje oko 200 poznatih vrsta kvasaca, od kojih su mnoge vazne za
proizvodnju biogoriva. Ovaj rod kvasaca poznat je po vrsti Candida albicans, koja je pato-
gena za ljude i uzrokuje kandidijazu i gljivi¢ne infekcije (Dufour i sur., 2011). Nekoliko vrsta,
ukljucujudi C. lusitaniae, C. shehatae i C. tropicalis moze koristiti ksilozu. Vrste ovog roda
takoder koriste celobiozu, manozu, saharozu i fruktozu. Termotolerantni kvasac Candi-da
acidothermophilum kao glavni proizvod fermentacije glukoze daje etanol, do 80 % ste-
hiometrijskog prinosa (Kadam i Schmidt, 1997; Dufour i sur., 2011). Vecina kvasaca roda
Candida moze rasti aerobno na ksilozi, ali samo nekolicina moze fermentirati ksilozu i time
proizvesti etanol (Binod, 2013). Jedan od primjera je kvasac C. tropicalis, koji moZe fermenti-
rati ksilozu u uvjetima limitacije kisikom uz povecane koncentracije polietilen glikola.

Kvasci roda Kluyveromyces

Rod kvasaca Kluyveromyces ima dobru sposobnost fermentacije, a pripadaju mu vrste
koje mogu rasti na galaktozi, laktozi, inulinu, fruktozi i ksilozi (Dufour i sur., 2011). Kao i kod
roda Candida, neke od vrsta iz roda Kluyveromyces su poznati oportunisticki patogeni kod
imunokompromitiranih bolesnika, sto oteZava postizanje GRAS statusa koji ima S. cerevi-
siae. Medu vrstama kvasaca iz roda Kluyveromyces, od velikog interesa za biotehnolosku
primjenu je soj Kluyveromyces marxianus (Fonseca i sur., 2008).

Prednosti kvasca K. marxianus koje ga ¢ine zanimljivim za konverziju biomase u etanol
su zadovoljavajuci prinos etanola pri fermentaciji ksiloze, termotolerancija koja omogucuje
rast pri temperaturama do 52 °C (Banat i sur., 1992) i mogu¢nost fermentacije pri tempe-
raturama iznad 40 °C. S industrijskog gledista to bi moglo smanijiti troskove hladenja i
rizik od kontaminacije, pojednostaviti uklanjanje etanola te predstavljati prednost kod
simultane enzimske saharifikacije i fermentacije, jer takvi uvjeti rasta i fermentacije odgo-
varaju optimalnim temperaturama za celuloliticke enzime. Veée temperature fermentacije
povecavaju produktivnost postrojenja. Obzirom na velik stupanj varijabilnosti unutar vrste
K. marxianus, izoliran je i istraZivan niz razli¢itih sojeva ovog kvasca koji se razlikuju po svo-
joj sposobnosti rasta i fermentacije na razli¢itim supstratima (npr. Suryawati i sur., 2008;
Wilkins i sur., 2008; Kumar i sur., 2009; Weber i sur., 2010). Unatoc¢ obecavajucim rezultatima
fermentacije glukoze pri temperaturama iznad 40 °C, uz prinos koji je iznosio do 98 % od
teorijskog (Banat i sur., 1992), problem je to sto se ksiloza u velikoj mjeri prevodi u ksilitol,
a ne u etanol, a to se nepovoljno odrazava na ekonomi¢nost procesa proizvodnje eta-
nola iz lignoceluloznih sirovina. Uz to, iako postoji mogucénost povecanja temperature pri
fermentaciji, prisutan je i negativan utjecaj temperature na prinos etanola, preZivljavanje
stanica i toleranciju na etanol.
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Kvasci roda Pichia (Scheffersomyces)

Noviji naziv roda Pichia je Scheffersomyces, ali se jos uvijek u velikom dijelu literature
koristi stari naziv. Ovom rodu pripada i kvasac Pichia stipitis (Scheffersomyces stipitis), koji
je zanimljiv prvenstveno zbog toga $to je jedan od rijetkih kvasaca koji mogu fermentirati
ksilozu. Smatra se da za industrijsku proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina najvise
obecava upravo ovaj kvasac (Agbogbo i sur., 2006; Weber i sur., 2010; Dufour i sur., 2011).
Kvasac P, stipitis takoder moze fermentirati glukozu, galaktozu i celobiozu (Weber i sur.,
2010), te takoder posjeduje razlicite celulaze i hemicelulaze (Jeffries i sur., 2007). To moze
biti od koristi pri simultanoj saharifikaciji i fermentaciji iako je optimalna temperatura rasta
ovog kvasca oko 30 °C.

Kvasac Pichia stipitis pokazuje veliku proizvodnju etanola iz ksiloze, pri ¢emu neki sojevi
proizvode gotovo 6 g/L etanola. To je 67 % od teorijskog prinosa, koji iznosi 9 g/L etanola
nakon 10 dana u primijenjenoj hranjivoj podlozi sa 2 % ksiloze (Toivola i sur., 1984; Du-
four isur., 2011). Optimiranjem koncentracije kisika, u kontinuiranom uzgoju je postignut
maksimalni prinos od 0,48 g/g (gram etanola po gramu ksiloze) i specifi¢cna produktivnost
0,20 g/L/h (Skoog i Hahn-Hagerdal, 1990; Dufour i sur. 2011). Osim toga, pokazalo se da
je za proizvodnju etanola u podlozi koja sadrzi 150 g/L ksiloze pomocu kvasca P, stipitis
optimalna pH-vrijednost 4-7 te optimalna temperatura 34°C, ¢ime se postize maksimalni
prinos od 57 g/L (Slininger i sur., 1990; Dufour i sur., 2011).

Brzine potrosnje Secera u kvascu P. stipitis su manje nego u kvascu S. cerevisiae, $to je
djelomiéno povezano s transportom Secera (Ligthelm i sur., 1988; Agbogbo i Coward-Kelly,
2008; Weber i sur., 2010). Da bi se postigli veéi prinos etanola i veca tolerancija ovog kvasca
prema inhibitorima i etanolu, pokusava se optimirati sastav hranjive podloge ili primijeniti
geneti¢ke modifikacije (Bajwa i sur., 2009; Bajwa i sur., 2010; Slininger i sur., 2009). U opti-
miranom definiranom mediju koji sadrzi 150 g/L ksiloze moguce je postici prinos 61 g/L
etanola (Y,), uz koeficijent konverzije supstrata u produkt (Y, ) koji iznosi 0,41 gram eta-
nola/gramu ksiloze (Slininger i sur., 2006).

Za industrijsku primjenu potrebno je odabrati prikladan izvor dusika jer je to preduvjet
za proizvodnju etanola u fazi procesa kada stanice vise ne rastu. Nadalje, kvasac P. stipitis
pokazuje optimalnu proizvodnju etanola samo pri mikroaerofilnim uvjetima, dok aerobno
ne proizvodi etanol ¢ak i uz suvisak Secera. Produktivnost kvasca P. stipitis istrazivana je u
nizu razlicitih hidrolizata, pri ¢emu su uoceni koeficijenti konverzije supstrata u produkt
(Y,,¢) bili urasponu 0,31 - 0,48 g etanola/g utrosenog Secera (Weber i sur., 2010).

P/S

Kvasci roda Schizosaccharomyces

Schizosaccharomyces je rod fisijskih kvasaca, koji mogu fermentirati ksilozu u etanol
pri mikroaerofilnim ili kisikom limitiranim uvjetima. Lastick i sur. (1990) su dokazali da si-
multana fermentacija i izomerizacija ksiloze (eng. simultaneous fermentation and isom-
erization of xylose, SFIX) omogucuje potpunu fermentaciju ksiloze u jednom koraku. SFIX
omogucuje znacajno poboljsanje fermentacije ksiloze u etanol obzirom da je brza i bolje
tolerira vece koncentracije ksiloze i etanola (Binod i sur., 2013).

Kvasci roda Pachysolen

Saharan i Sharma (2010) istrazivali su kvasac Pachysolen tannophilus i dokazali da treha-
loza ima zastitnu ulogu u stanjima oksidativnog stresa uzrokovanog etanolom. U jednom
drugom istrazivanju (Binod i sur., 2013) u kojem su primijenjene razlicite metode uzgoja
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kvasca Pachysolen tannophilus (Sarzni uzgoj, $arzni uzgoj s prihranjivanjem i kontinuirani
uzgoj) na razli¢itim supstratima u aerobnim, anaerobnim i mikroaerobnim uvjetima u
bioreaktoru s mjesalom uoceno je da se pri anaerobnim uvjetima dobiva relativho mala
koli¢ina kvasceve biomase i etanola. Najvise etanola proizvedeno je u mikroaerobnim uv-
jetima (Binod i sur., 2013).

Zakljucci

Lignocelulozna biomasa je pogodna obnovljiva sirovina za proizvodnju bioetanola.
Pored tehnoloskih izazova, namece se i potreba odabira prikladnog mikroorganizma za fer-
mentaciju lignoceluloznih hidrolizata, koji sadrze heksoze i pentoze, ali i inhibitore fermen-
tacije. Zahvaljujuci dobrim proizvodnim svojstvima i toleranciji na stres, kvasci zauzimaju
posebno vazno mjesto medu mikroorganizmima koji proizvode bioetanol. Uz kvasac
Saccharomyces cerevisiae, istrazivani su i kvasci Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromy-
ces lactis te vrste koje pripadaju rodovima Candida, Pichia (Scheffersomyces) i Pachysolen.
Pored kvasaca iz roda Saccharomyces, koji se najcesce koriste za komercijalno dobivanje
bioetanola, smatra se da najveci potencijal za buducu industrijsku primjenu imaju kvasci iz
roda Pichia (Scheffersomyces). Provodenjem selekcije, adaptacije ili geneticke modifikacije
nastoji se postic¢i ekonomicna proizvodnja etanola fermentacijom lignoceluloznih hidro-
lizata.
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Professional review
Yeasts for bioethanol production

from lignocellulose hydrolyzates

Abstract

Huge amounts of lignocellulosic waste, consisting mainly of cellulose, hemicellulose and lignin, are ge-
nerated through forestry, agriculture and food industry. Given the available amount of these cheap and
renewable raw materials in the Republic of Croatia, it is important to consider the possibility of their conver-
sion into ethanol and other biotechnological products. Lignocellulosic hydrolysates are complex mixtures
of hexoses, pentoses and other compounds, some of which may act as fermentation inhibitors. This paper
reviews yeast strains that are used and/or studied for ethanol production by fermentation of lignocellulosic
hydrolyzates.
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