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SaZetak

Zbog velike rasprostranjenosti u prirodi i relativno niske cijene, lignocelulozne sirovine postaju zanimljive za primjenu u razlicitim bio-
tehnoloskim procesima. Medutim, zbog svoje kompleksne strukture, te sirovine moraju proci postupak predobradbe u kojem uglavnom nastaju
nuspodukti koji imaju inhibitorno djelovanje na proizvodni mikroorganizam i time utjecu na ukupnu ucinkovitost bioprocesa. U ovom istraZiva-
nju ispitivana je mogucnost koristenja hidrolizata pSenicne slame i kukuruzovine za anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae odnosno s ciljem proi-
zvodnje etanola. Postupak blago kisele predobrade lignoceluloznih sirovina u visokotlacnom reaktoru (pri 210°C; 20 bara; vrijeme zadrzavanja
I - 10 minuta; do 1,0 % H,SO4) koriSten je za dobivanje hidrolizata lignoceluloznih sirovima pri cemu je najveci udjel ukupnih fermentabilnih
Secera zabiljezen kod postupka predobrade s 1,0 % H>SO4 i viemenom zadrzavanja od 5 minuta. Anaerobni uzgoj kvasca na hranjivim podlo-
gama s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina proveden je u Erlenmeyer tikvicama, te dodatno testiran u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom
bioreaktoru (HRCB). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su vece vrijednosti pokazatelja uspjesnosti anaerobnog uzgoja kvasca zabiljezene
na hranjivoj podlozi s hidrolizatom psenic¢ne slame (u odnosu na hidrolizat kukuruzovine) u HRCB-u pri cemu su ostvarene ove vrijednosti poka-
zatelja uspjesnosti bioprocesa: Y, .= 0,261 g g, Pr = 0,0678 g L-1h"" i E= 42 %. Na osnovi rezultata ovog istraZivanja vidljivo je da je potrebno
dodatno optimizirati postupak predobrade lignoceluloznih sirovina kao i selekcionirati novi soj mikroorganizma koji ima sposobnost koristenja
heksoza i pentoza odnosno visoku tolerantnost na nusprodukte koji nastaju postupkom predobrade lignoceluloznih sirovina.

Kljucne rijeci: lignocelulozne sirovine, anaerobni uzgoj, Saccharomyces cerevisiae, visokotlacni reaktor, horizontalni rotirajuci bioreaktor
(HRTB)

Abstract

Because of great abundance in nature and low price, lignocellulosic raw materials are becoming more interesting in different biotechno-
logical processes. However, due to their complex structure, these materials must often undergo some kind of pretreatment in which some unde-
sirable byproducts are formed. These byproducst have inhibitory effect on producing microorganism and they also affect bioprocess efficiency.
During this reseach the possibility of using both wheat straw and corn stover hydrolysates during anaerobic cultivation of yeast S. cerevisiae
for ethanol production was studied. Dilute acid pretreatment of lignocellululosic raw materials was studied in high pressure reactor (210°C;
20 bars; residence time of 1 - 10 minutes; up to 1,0 % H,SO4). The highest content of total fermentable sugars in the hydrolysates was obtained
by pretreatment with 1,0 % H,SOs and residence time of 5 minutes. Cultivation media containing hydrolysates of lignocellulosic raw materials
were used for anerobic cultivation of yeast in Erlenmeyer flask. Additionally, these media were also tested in horizontal rotating tubular biore-
actor (HRTB). Results obtained during research in the HRTB show that higher bioprocess efficiency was observed by broth with wheat straw
hydrolysate (compared to the corn stover hydrolysate) where the following bioprocess efficiency parameters were obtained: Y, = 0,261 g g,
Pr=10,0678 g L-1h"' i E= 42 %. On a basis of these results it is obvious that further optimization of bioprocess is required, especially optimi-
zation of the pretreatment of lignocellulosic feedstocks, selecting the new microbial strain that will be capable to use pentoses and hexoses for
its physiological activity as well as high tolerance on the inhibitory byproducts formed during pretreatment of lignocellulosic raw materials.

Key words: lignocellulosic raw materials, anaerobic cultivation, Saccharomyces cerevisiae, high pressure reactor, horizontal rotating
tubular bioreactor (HRTB)
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Uvod

Proizvodnja biogoriva koriStenjem obnovljivih sirovina
predstavlja vrlo izazovno i trenutno popularno istrazivacko
podrucje. Ono §to je vazno istaknuti je dostupnost obnov-
ljivih sirovina i njihova ekonomska vrijednost da bi se mogle
uspje$no primijeniti u procesu proizvodnje biogoriva. Lig-
nocelulozne sirovine kao najces¢i nusprodukti u Sumarstvu i
poljoprivredi odnosno u preradi drva i poljoprivrednih proiz-
voda imaju veliki potencijal za primjenu u proizvodnji biogo-
riva zbog toga §to su trenutno relativno jeftine i lako dostupne
sirovine (Nigam i Pandey 2009; Philippoussis 2009; Wang i
sur. 2011; Svetlitchnyi i1 sur. 2013; Kang i sur. 2014; Chen i
Fu 2016). Da bi se ove sirovine mogle uspjesno primjeniti u
proizvodnji biogoriva potrebno je poznavati njihov sastav zbog
procjene ekonomske odrzivosti proizvodnje biogoriva, te zado-
voljavanja kriterija odrzivog razvoja (Balat 2011; Rezi¢ i sur.
2016). Tri su osnovna sastojka lignoceluloznih sirovina, lignin,
hemiceluloza i celuloza, a njihov udio ovisi o porijeklu i vrsti
sirovine (Hamelinck i sur. 2005; Ivan¢i¢ Santek i sur. 2016).
Zbog svoje kompleksne strukture i promjenjivog sastava to su
vrlo zahtjevni supstrati za proces standardizacije (ukjucujuci
i vrlo zahtjevan proces predobrade) procesa proizvodnje bio-
goriva. Celuloza je glavna strukturalna komponenta lignoce-
luloznih sirovina koja ¢ini 35 - 50 % suhe tvari tih sirovina.
Homo-polisaharid je s ponavljaju¢im p-D-glukopiranoznih
jedinica povezanim preko hidroksilnih skupina C1 i C4 atoma
B-glikozidnim vezama (Hadar 2013; Bajpai 2016) s prosje¢nom
molekulskom masom od 100 000 Da. Hemiceluloza je prirodni
polimer koji ¢ini 20 - 35 % suhe tvari lignoceluloznih sirovina.
To je visoko razgranati hetero-polisaharid (Wyman 1996, Sun
i Cheng 2002) koji se sastoji od pentoza (ksiloza i arabinoza)
i heksoza (glukoza, manoza i galaktoza). Prisutnost odredenih
SeCera ovisi o vrsti sirovine, a najrasireniji oblik je ksilan
(Schobert 2013; Bajpai 2016). Lignin, polimer visoke mole-
kulske mase doprinosi mehanic¢koj ¢vrsto¢i drvenastih biljaka i
otpornosti. Kao i kod celuloze i hemiceluloze, postotak lignina
u stani¢nom zidu je promjenjiv (10 - 25 % suhe tvari sirovine)
i ima znacajan utjecaj na djelotvornost razgradnje celuloze i
hemiceluloze (Bajpai 2016). Nadalje, lignin moze uzrokovati
dosta problema prilikom kori$tenja ovih sirovina za proizvod-
nju biogoriva. Tako npr. lignin je fizicka barijera koja usporava
proces enzimske hidrolize celuloze pomocu celulaza odnosno
njegovom kiselinskom razgradnjom nastaju fenolni spojevi
(npr. vanilin, dihidrokoniferil-alkohol, koniferil-aldehid, hi-
drokinon, acetogvajakon, homovanilinska kiselina, 4-hidroksi-
benzojeva kiselina) koji inhibiraju rast radnih mikroorganizma
(Jergensen i sur. 2007; Kumar i sur 2009; Alviera i sur 2009;
Svetlitchnyi i sur. 2013; Kang i sur. 2014; Ivangi¢ Santek i sur
2016; Chen i Fu 2016).

Da bi se lignocelulozne sirovine mogle koristiti u proiz-
vodnji biogoriva neophodan je proces njihove predobradbe
koji znacajno utjece na ekonomsku odrzivost cijelog procesa
proizvodnje biogoriva. Tijekom procesa predobrade lignocelu-
loznih sirivona najces¢e se uklanjanja lignin, a kristali¢na ce-
luloza se prevodi u amorfni oblik koji je puno pogodniji oblik
za daljnju enzimsku hidrolizu celuloze. Postoje Cetiri metode
predobrade: (i) fizikalne (mljevenje, zracenje, tretman parom,
piroliza), (ii) kemijske (tretiranje kiselinama, luzinama, organ-
skim otapalima), (iii) fizikalno-kemijske te (iv) bioloske me-

tode (Alriksson 2006; Rezi¢ i sur 2016; Ivangié¢ Santek i sur.
2016). Proces predobrade lignoceluloznih sirovina se jo§ uvi-
jek intenzivno istrazuje zbog toga $to i dalje postoji moguénost
za unapredenje ovog dijela bioprocesa (Kumar i sur., 2009,
Svetlitchnyi i1 sur. 2013; Kang i sur. 2014; Chen i Fu 2016).
Takoder, nusprodukti koji nastaju procesom predobradbe, po-
tencijalni su inhibitori rasta mikroorganizama koji se koristi u
proizvodnji etanola. Njihova koncentracija ovisi o vrsti siro-
vine i procesu njene predobrade, a mogu znacajno utjecati na
prinos etanola i produktivnost samog bioprocesa (Parawira i
Tekere, 2010.).

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati mogucnost koristenja
hidrolizata lignoceluloznih sirovina (poluévrstog supstrata) za
anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama
i horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB).
Hidrolizati lignoceluloznih sirovina (kukuruzovina i pSeni¢na
slama) dobiveni su predobradom u visokotla¢nom reaktoru uz
primjenu slabo kiselog postupka predobrade.

Materijali i metode

Sirovine

Lignocelulozne sirovine koristene tijekom ovog istrazi-
vanja bile su kukuruzovina (92,61 % st. v.) i pSeni¢na slama
(92,86 % s. tv). Ove sirovine su prikupljene na podruéju sjeve-
rozapadne Hrvatske, te su usitnjene u mlinu ¢ekicaru s velici-
nom okna sita od 5 mm. Tako usitnjena lignocelulozna sirovina
(Cestice promjera do 5 mm) koristena je u procesu predobrade
u visokotlaénom reaktoru.

Predobrada lignoceluloznih sirovina u visokotlacnom

reaktoru

Usitnjenoj lignoceluloznoj sirovini (500 g s. tv.; kuku-
ruzovina ili pSeni¢na slama) dodana je vodovodna voda i
razrijedena H,SO, (0,5 % ili 1,0 % m/m H,SO,) tako da je uku-
pni volumen suspenzije u visokotlaénom reaktoru bio 10,0 L.
Proces predobrade proveden je na 210 °C (pri tlaku od 20 bara)
kod razli¢itih vremena zadrZavanja (t ; Tablica 1.) Nakon pre-
dobradbe, hidrolizati lignoceluloznih sirovina su neutralizirani
(pH = 7) dodatkom Ca(OH),, te centrifugirani na 5000 min-
! kroz 10 min. Dobiveni supernatanti su koriSteni u daljnjem
istrazivanju.

Tablica 1. Predobrada lignoceluloznih sirovina u visokotlac-
nom reaktoru kod razlicitih uvjeta.

Table 1. Pretreatment of lignocellulosic raw materails in
high pressure reactor by different conditions.
m._ .
m sovine T ppare/psleum VO MJHZSO4 tz
"“25‘6“"'5 °C) (bar) @) (% m/m) | (min)
500 210 20 10 1,0 1,0
500 210 20 10 1,0 5,0
500 210 20 10 1,0 10,0
500 210 20 10 0,5 5,0
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Radni mikroorganizam i hranjive podloge

U ovom istrazivanja kao radni mikroorganizam koristen je
kvasac Saccharomyces cereviseiae. Hranjiva podloga za uzgoj
inokuluma bila je ovog sastava: glukoza (50,0 gL"), kvas¢ev
ekstrakt (1,5 gL™"), (NH,),HPO, (1,0 gL") i (NH,),SO, (1,0
gL!). Hranjivim podlogama koje su sadrzavale hidrolizate lig-
noceluloznih sirovina (Tablici 2) dodane su ove komponente:
kvadcev ekstrakt (1,5 gL™"), (NH,),HPO, (1,0 gL") i (NH,),SO,
(1,0 gL!). Kontrolna podloga za uzgoj kvasca na hidrolizatima
lignoceluloznih sirovona u Erlenmeyer tikvicama sadrzavala
je: glukozu (7,0 gL, ksilozu (6,0 gL!), arabinozu (1,0 gL™"),
kvadcev ekstrakt (1,5 gL™"), (NH,),HPO, (1,0 gL") i (NH,),SO,
(1,0 gLY). Prije procesa inokulacije hranjive podloge su steri-
lizirane na 121 °C/30 min.

Tablica 2. Sastav monosaharida prisutnih u hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina (predobrada pri 210 °C,
tlaku 20 bara, vremenu zadrzavanja 5 minuta i 1,0
% H>S0y)

Table 2. Compsition of monosaccharides present in the
hydrolysates of lignocellulisic raw materials (pre-
treatment at 210 °C, pressure 20 bars, residence
time of 5 minutes and 1,0 % H2S04).

Sastojak/ Hidrolizat pSenicne | Hidrolizat

Component slame/ kukuruzovina/
Wheat straw Corn stover
hydrolysate hydrolysate

Glukoza/Glucose 7,19 4,65

(gL

Ksiloza/Xylose 2,54 5,85

(gL

Arabinoza/ 0,86 1,11

Arabinose (gL)

Anaerobni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

U prvom dijelu ovog istrazivanja anaerobni uzgoj kvas-
ca S. cerevisiae proveden je u Erlenmeyer tikvicama od 500
mL s 300 mL hranjive podloge koje su inokulirane s 10 %
v/v suspenzije kvasca. Uzgoj je proveden na 25 °C u Erlen-
mayer tikvicama za¢epljenim s vrenja¢ama. U drugom dijelu
ovog istrazivanju za anaerobni uzgoj kvasca koristen je hori-
zontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB) ¢ija unutrasnjost
je karakterizirana s dva lopatasta mjesala pri¢vrséena za sti-
jenku bioreaktora. HRCB je izraden od nehrdajuceg ¢elika, a
opremljen je sustavom za pracenje temperature, tlaka i regu-
laciju nacina i brzine rotacije bioreaktora. Ukupni volumen
HRCB je 30 L, a sterilizira se direktnom parom. U ovom dijelu
istrazivanju kori$tena je intervalna rotacija, pri ¢emu je HRCB
rotirao 12 minuta unutar jednog sata brzinom od 20 okr min’,
dok je preostalo vrijeme (48 minuta) bio u mirovanju.

Hranjiva podloga sastavljena od hidrolizata lignocelu-
loznih sirovina kori§tena u ovom dijelu istrazivanja bila je is-
tog sastava kao i hranjiva podloga za preliminarna istrazivanja
u Erlenmeyer tikvicama. Ukupni volumen hranjive podloge u
HRCB je bio 5 L, a bioreaktor je inokuliran s 10 % v/v sus-
penzije kvasca. Bioproces je proveden na 25 °C do potpune
potro$nje heksoza iz hranjive podloge.

Analiti¢ko pracenje dinamike odvijanja bioprocesa

Analiza pocetnog sastava i hidrolizata lignoceluloznih
sirovina (strukturni ugljikohidrati, lignin topiv i netopiv u
kiselini, acetat, netopiv ostatak u kiselini) provedena je pre-
ma NREL metodama (Sluiter i sur. 2012). Koncentracija suhe
tvari biomase kvasca odredivana je gravimatrijskom meto-
dom. Uzorak hranjive podloge je centrifugiran 15 minuta pri
4500 min"'. Kivete s talogom kvaséeve biomase susene su na
75 °C do konstantne mase, a dobiveni podaci su iskoriSteni za
odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kvasca. Super-
natant je koristen za odredivanje koncentracije $ecera, etanola
i drugih produkata metabolizma kvasca kao i za odredivanje
inhibitora rasta kvasca prisutnih u hranjivoj podlozi. Broj¢ana
koncentracija stanica kvasca odredena je standardnom
mikrobioloskom metodom (Petrijeve zdjelice sa sladnim aga-
rom; 30 °C/ 48 h).

Koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze, octene, levu-
linske i mravlje kiseline, etanola i drugih produkata metabo-
lizma kvasca u supernatantima izuzetih uzoraka odredene su
pomocu kromatografa Shimadzu CLASS-VP LC-10A VP (Shi-
madzu, Kyoto, Japan) s predkolonom (Supelcogel™ H), kolo-
nom (Supelcogel™ C-610H) i detektorom indeksa loma. Su-
pernatanti uzoraka su prije kromatografskih analiza obradeni
s 10 % otopinom ZnSO,, a potom nakon 20 minuta mirovanja
centrifugirani na 10000 min™' kroz 10 minuta. Dobiveni super-
natanti su filtrirani (veli¢ina pora filtera 0,2 pm), te koristeni
za kromatografske analize. Na osnovi koncentracija glukoze,
ksiloze 1 arabinoze odredene kromatografskom analizom
izracunati su udjeli glukana, ksilana i arabinana u suhoj tvari
sirovine prema literaturi (Jaunbaro i Puigjaner 1985, Sluiter i
sur. 2012). Udjel ukupnih ugljikohidrata dobiven je kao zbroj
udjela glukana, ksilana i arabinana.

Odredivanje koncentracije ukupnih furana (furfural i
5-hidroksi-metilfurfural) u supernatantima izuzetih uzoraka
provedeno je prema Martinez i sur. (2000), a dobiveni podaci
su primjenjeni za izraCunavanje udjela ukupnih furana. Ud-
jel netopivog lignina u kiselini (eng. acid-insoluble lignin) u
¢vrstoj fazi hidrolizata lignoceluloznih sirovina odreden je
prema tzv. TAPPI metodi (Sluiter i sur. 2012). Topivi lignin
u kiselini (eng. acid-soluble lignin) u tekucoj fazi hidrolizata
lignoceluloznih sirovina odreden je nakon filtracije (filter 0,2
pum) spektrofotometrijski mjerenjem absorbancije na 205 nm
prema tzv. TAPPI metodi (Sluiter i sur. 2012).

Pokazatelji uspjesnosti bioprocesa
U ovom istrazivanju odredeni
uspjesnosti biotehnoloskog procesa:
Prinos produkata (¥):

su ovi pokazatelji

Y=P-P, [gL] (1
gdje je P, - koncentracija produkta na pocetku odnosno
P - koncentracija produkta na kraju bioprocesa [gL™'].

Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Y, ):

EB—-Fo
LFo—X%

Vs =(P-P)/(S,-9) [gg'] 2

gdje je S, - koncentracija supstrata na pocetku odnosno
S - koncentracija supstrata na kraju bioprocesa [gL'].
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.. . . Y p/ /e stvarni
Ucinkovitost bloprocesaP“—}

-

Y P/S (teorijski

E: (YP/S stvarni / YP/S tcorctski) - 100
[0] 3)

gdie je Yo uq - 0-51 g g' za konverziju glukoze u
etanol.

Produktivnost bioprocesa (Pr):

P=Y,/t [gL'h']

“4)

gdje je ¢ - ukupno vrijeme trajanja uzgoj [h].

Rezultati i rasprava

Cilj ovog istrazivanja bio je prouditi anaerobni uzgoj div-
ljeg soja kvasca S. cerevisiae na hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina nakon njihove predobrade u visokotlaénom reaktoru
uz primjenu blago kiselog postupka predobrade. Anaerobni
uzgoj kvasca S. cerevisiae proveden je u Erlenmeyer tikvica-
ma, te je dodatno testiran u HRCB da bi se dobili pouzdani
podaci za daljnja istrazivanja odnosno povecanje mjerila bio-
procesa.

Analiza sastava i predobrada lignoceluloznih sirovina

U tablici 3 prikazani su rezultati analiza sastava pocetnih
sirovina iz koje je vidljivo da je sastav pSeni¢ne slame bio:
43,70 % glukana, 21,83 % ksilana, 3,37 % arabinana, 0,27 %
lignina topivog u kiselini, 10,48 % lignina netopivog u kiselini,
1,65 % octene kiseline i ostalih sastojaka 18,70 % u suhoj tvari
pSeniéne slame. Ostali sastojci u suhoj tvari pSeni¢ne slame
(ili kukuruzovine) su udjel pepela, proteina i svih ostalih sas-
tojaka pSeni¢ne slame. Udjel ukupnih ugljikohidrata u suhoj
tvari pSeni¢ne slame koriStene u ovom istrazivanju iznosio je
68,9 %. Potrebno je istaknuti da je relativno veliki udjel octene
kiseline posljedica postupka blago kisele hidrolize sirovine pri
¢emu ona nastaje kao nusprodukt ovog postupka. Dobiveni
rezultati analiza pSeni¢ne slame su u skladu s literaturnim po-
dacima (Boe i sur. 2007; Pointner i sur. 2014) iako ima odstu-
panja koja su vjerojantno posljedica razli¢itih sorti pSenica,
primjenjenih agrotehnickih mjera i klimatskih uvjeta tijekom
kultivacije pSenice. Analiza sastava kukuruzovine pokazala je
da ona sadrzi u suhoj tvari sirovine: 40,32 % glukana, 16,38 %
ksilana, 3,49 % arabinana, 0,15 % lignina topivog u kiselini,
23,00 % lignina netopivog u kiselini, 3,57 % octene kiseline
i 13.09 % ostalih sastojaka u suhoj tvari kukuruzovine. Udjel
ukpnih ugljikohidrata u suhoj tvari kukuruzovine iznosio je
60,19 %, a dobiveni podaci su u skladu s literaturom (Pord-
esimo i sur. 2005; Lee i sur. 2007).

Tablica 3. Sastav suhe tvari lignoceluloznih sirovina
Table 3. Dry matter composition of lignocellulosic raw

materials

Sirovina/Raw material Psenicna slama/ | Kukuruzovina/
Wheat straw Corn stover

Sastojak/Component % [m/m] % [m/m]
Glukani/Glucans 43,70 40,32
Ksilani/Xylans 21,83 16,38
Arabinani/Arabinans 3,37 3,49
Lignin topiv u kiselini/ 0,27 0,15
Acid soluble lignin
Lignin netopiv u kiselini/ 10,48 23,00
Acid nonsoluble lignin
Octena kiselina/Acetic 1,65 3,57
acid
Ostalo /Residue 18,70 13,09

Rezultati postupaka predobrade lignoceluloznih sirovina
u visokotla¢nom reaktoru uz primjenu blago kiselog postupka
prikazani su u Tablici 4 za pSeni¢nu slamu odnosno u Tablici 5
za kukuruzovinu. Iz rezultata prikazanih u Tablici 4 vidljivo je
da u krutoj fazi hidrolizata ima preko 87 % lignina netopivog
u kiselini kod svih postupaka predobrade s 1,0 % H,SO,. Kod
vremena zadrzavanja od 1 i 10 minuta u krutoj fazi hidrolizata
registriran je i odredeni udjel mravlje kiseline kao posljedica
nedovoljnog ispiranja uzoraka krute faze hidrolizata. Kod
postupka predobrade s 0,5 % H,SO, uz zadrzavanje od 5 minu-
ta uoceno je signifikantno poveéanje udjela glukana u krutoj
fazi hidrolizata odnosno smanjenje udjela lignina netopivog u
kiselini kao posljedica uvjeta predobrade koji su neadekvatni
za potpunu hidrolizu psenicne slame. U tekucoj fazi hidrolizata
pSeniéne slame najveci udjel ukupnih Seéera od 46.05 % reg-
istriran je kod postupka predobrade s 1,0 % H,SO, uz vrijeme
zadrzavanja od 5 minuta (uz samo 4.77 % lignina topivog u
kiselini), te uz najmanji udjel ukupnih (mravlja, octena i levu-
linska) kiselina i ukupnih furana. Kod vremena zadrzavanja od
10 minuta uz 1,0 % H,SO, detektiran je najve¢i udjel ukupnih
kiselina uz najmanji udjel ukupnih furana. U tim uvjetima uku-
pni Seceri kao i produkti njihove hidrolize (furfural koji nastaje
razgradnjom pentoza odnosno hidroksimetilfurfural nastaje
razgradnjom heksoza) se razgraduju na mravlju, octenu i levu-
linsku kiselinu ¢iji su najveéi udjeli registrirani u tim uvjeti-
ma predobrade. Prethodno navedeno opazanje je u skladu s
literaturom (Palmqvist i Hahn-Hégerdal 2000; Klinke i sur.
2004). Kod postupka predobrade s 0,5 % H,SO, uz vrijeme
zadrzavanja od 5 minuta u tekucoj fazi hidrolizata registriran je
relativno veliki udjel ukupnih $eéera iako nije doslo do potpune
hidrolize ugljikohidrata prisutnih u pSeni¢noj slami. Nadalje, u
tim uvjetima zabiljeZen je najmanji udjel ukupnih kiselina uz
relativno veliki udjel ukupnih furana $to pokazuje da tijekom
procesa predobrade nije doslo do njihove znacajnije razgrad-
nje. Prethodno navedena pojava u skladu je s literaturnim po-
dacima (Sun i Cheng 2002; Kang i sur. 2014).
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Tablica 4. Sastav krutog i tekuceg dijela hidrolizata psenicne slame dobivenog kod razlicitih uvjeta predobrade.
Table 4. The composition of solid and liquid part of wheat straw hydrolysate obtained by different pretreatment conditions.

Sirovina/ Psenic¢na slama /
Feedstock Wheat straw
Uvjeti 10 min zadrzavanja, 1,0 % 5 min zadrzavanja, 1,0 % 1 min zadrzavanja, 1,0 % 5 min zadrZzavanja, 0,5%
predobrade / H,SO,/ H,SO,/ H,SO,/ H,SO,/
Pretreatment 10 min residence time, 1,0 5 min residence time, 1,0 1 min residence time, 1,0 | 5 min residence time, 0,5%
conditions % H,SO, % H,SO, % H,SO, H,SO,
kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekudi dio/
solid part liquid part solid part liquid part solid part liquid part solid part liquid part
Sastojak/ % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m]
Component
Glukani/ Glucans 6,06 3,78 10,00 29,95 5,02 19,25 53,68 39,64
Ksilani/ Xylans 1,67 14,73 1,77 11,91 1,90 16,62 0,00 29,21
Arabinani/ 0,82 4,68 0,00 4,19 0,36 3,42 0,00 6,18
Arabinans
Lignin topiv u
kiselini/ Acid 0,00 5,93 0,00 4,77 0,00 5,28 0,00 4,54
soluble lignin
Lignin netopiv
u kiselini/ Acid 87,11 0,00 88,23 0,00 88,46 0,00 46,32 0,00
nonsoluble lignin
Mravlja kiselina/ 4,34 24,70 0,00 18,30 427 12,84 0,00 6,11
Formic acid
Octena kisclina/ 0,00 7,23 0,00 6,79 0,00 5,15 0,00 4,04
Acetic acid
Levulinska
kiselina/ 0,00 31,42 0,00 14,52 0,00 22,75 0,00 1,36
Levulinic acid
Ukupni furani/ 0,00 7,52 0,00 9,57 0,00 14,67 0,00 8,92
Total furans

Rezultati predobrade kukuruzovine pokazuju da je u kru-
toj fazi hidrolizata zaostao uglavnom lignin netopiv u kiselini
koji ¢ini preko 93 % suhe tvari krute faze hidrolizata (Tablica
5), a $to je uoceno kod predobrade s 1,0 % H_SO, za sva ispi-
tivana vremena zadrzavanja. Kod postupka predobrade s 0,5
% H,SO, i vremena zadrzavanja od 5 minuta uocen je porast
udjela glukana u krutoj fazi hidrolizata Sto pokazuje da uvjeti
predobrade ne osiguravaju potpunu hidrolizu polisaharida
prisutnih u kukuruzovini. Stoga je udjel lignina netopivog u
kiselini smanjen na 53,66 %. U ovom slu¢aju detektirana je i
prisutnost mravlje kiseline kao posljedica nedovoljnog ispiran-
ja uzorka krute faze hidrolizata. U svim ostalim postupcima
predobrade u krutoj fazi hidrolizata kukuruzovine nisu detek-
tirane mravlja, octena i levulinska kiselina odnosno ukupni fu-
rani. U tekucoj fazi hidrolizata najmanji udjel ukupnih $eéera
od 30,75 % zabiljezen je kod postupka predobrade s 1,0 %
H,SO, uz vrijeme zadrZavanja od 10 minuta. Kod tog postup-
ka predobrade zabiljezeni su i najveci udjeli mravlje, octene i
levulinske kiseline kao posljedica razgradnje Seéera odnosno

produkata njihove razgradnje (furfurala i hidroksimetilfur-
furala). Prethodno navedeno opazanje je u skladu s literaturom
(Palmqvist i Hahn-Hégerdal 2000; Klinke i sur. 2004). Kod
predobrade kukuruzovine s 1,0 % H,SO, najve¢i udjel ukupnih
Secera od 36,93 % zabiljeZen je kod vremena zadrzavanja od 5
minuta. Skra¢ivanjem vremena zadrzavanja kod ovih postupka
predobrade rezultiralo je blagim smanjenjem udjela ukupnih
kiselina (mravlja, octena i levulinska) odnosno ukupnih fura-
na. Smanjenje koncentracije sumporne kiselina na 0,5 % uz
vrijeme zadrzavanja od 5 minuta dalo je najve¢i udjel ukupnih
Secera od 51,18 % uz zaostajanje relativno velikog udjela glu-
kana i ksilana u krutoj fazi hidrolizata Sto pokazuje da odabrani
uvjeti predobrade ne omogucavaju zadovoljavajuéu hidrolizu
kukuruzovine. Istovremeno u tekucoj fazi ovog hidrolizata
zabiljezen je najve¢i udjel ukupnih furana uz znacajno sman-
jenje udjela levulinske kiseline $to pokazuje da se u tim uvjeti-
ma predobrade znacajno usporava proces razgradnje hidrok-
simetilfurfurala (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000; Klinke i
sur., 2004).

CROATIAN JOURNAL OF FOOD TECHNOLOGY, BIOTECHNOLOGY AND NUTRITION



M. Novak et al: Croatian Journal of Food Technology, Biotechnology
and Nutrition 12 (1-2), 60-70 (2017)

65

Tablica 5. Sastav krutog i tekuceg dijela hidrolizata kukuruzovine dobivenog kod razlicitim uvjeta predobrade.
Table 5. The composition of solid and liquid part of corn stover hydrolysate obtained by different pretreatment conditions.

Sirovina / Kukuruzovina /
Feedstock Corn stover
Uvjeti 10 min zadrzavanja, 1,0 % 5 min zadrzavanja, 1,0 % 1 min zadrzavanja, 1,0 % 5 min zadrzavanja, 0,5 %
predobrade / H,SO,/ H,SO,/ H,SO,/ H,SO,/
Pretreatment 10 min residence time, 1,0 5 min residence time, 1,0 1 min residence time, 1,0 5 min residence time, 0,5
conditions % H,SO, % H,SO, % H,SO, % H,SO,
kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekuéi dio/ kruti dio/ tekuéi dio/
solid part liquid part solid part liquid part solid part liquid part solid part liquid part
Sastojak/ % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m] % [m/m]
Component
Glukani/ Glucans 0,63 7,30 1,26 13,49 6,06 11,75 35,34 22,40
Ksilani/ Xylans 0,08 17,98 0,00 19,56 0,29 19,85 5,28 21,67
Arabinani/ 0,04 5,51 0,00 3,88 0,10 4,16 0,00 7,11
Arabinans
Lignin topiv u
kiselini/ Acid 0,00 4,06 0,00 3,37 0,00 6,38 0,00 4,90
soluble lignin
Lignin netopiv
u kiselini/ Acid 99,26 0,00 98,74 0,00 93,56 0,00 53,66 0,00
nonsoluble lignin
Mravlja kiselina/ 0,00 21,80 0,00 17,90 0,00 18,09 571 16,32
Formic acid
Octena kisclina/ 0,00 10,09 0,00 8,88 0,00 9,53 0,00 8,65
Acetic acid
Levulinska
kiselina/ 0,00 28,72 0,00 27,65 0,00 24,39 0,00 2,96
Levulinic acid
Ukupni furani/ 0,00 4,54 0,00 5,26 0,00 5,85 0,00 15,99
Total furans

1z prethodno prikazanih rezultata moze se uociti da je
u krutoj fazi hidrolizata zastao uglavnom lignin netopiv u
kiselini (> preko 87 %) $to pokazuje da blago kiselim postup-
kom predobrade ne dolazi do znacajnije razgradnje lignina
prisutnog u ovim lignoceluloznim sirovinama. Tijekom ovih
istrazivanja najvecéa uspjesnost procesa hidrolize polisaharida
(celuloza i1 hemiceluloze) prisutnih u ovim lignoceluloznim
sirovinama je iznosila za pSeni¢nu slamu 66,84 % odnosno za
kukuruzovinu 61,36 %. Medutim, potrebno je takoder istaknuti
da su dobiveni i relativno veliki udjeli ukupnih kiselina i furana
u tekucoj fazi hidrolizata kao posljedica uvjeta predobrade tih
sirovina. Zbog toga je neophodno provesti daljnji postupak op-
timizacije procesa predobrade s ciljem povecanja uspjesnosti
procesa hidrolize polisaharida prisutnih u tim lignoceluloznim
sirovinama odnosno smanjenja brzine nastajanja nusprodukata
samog procesa predobrade.

Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae na hranjivim pod-
logama s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina u Er-
lenmeyer tikvicama

U ovom dijelu istrazivanja provedena su preliminarna
istrazivanja anaerobnog uzgoja prirodnog izolata kvasca S.
cerevisiae na kontrolnoj hranjivoj podlozi i hranjivim podloga-
ma s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (pSeni¢na slama i
kukuruzovina). Osnovi ciljevi ovog dijela istrazivanja bili su

definirati sposobnost izoliranog soja kvasca S. cerevisiae da
raste na hranjivim podlogama s hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina odnosno da metabolizira pojedine monosaharide
prisutne u ovim hranjivim podlogama kao i definirati otpornost
na prisutne inhibitore rasta kvasca. Kontrolna podloga je po
svom sastavu bila sli¢na hranjivim podlogama s hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina, ali nije sadrzavala inhibitore rasta
kvasca koji nastaju tijekom blago kiselog postupka predo-
brade lignoceluloznih sirovina. U hranjivim podlogama s hi-
drolizatima lignoceluloznih sirovina bilo je prisutno ukupno
preko 10 g L' Secera (glukoza, ksiloza i arabinoza), a da bi se
pospjesio rast izoliranog soja kvasca u podlogu su jo$ dodane
soli [(NH,),HPO, i (NH,)SO,] odnosno kvascev ekstrakt (izvor
peptida, aminokiselina i vitamina).

Dinamika odvijanja anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisi-
ae na kontrolnoj podlozi prikazana je na Slici 1. gdje je vidljivo
da je potrosnja glukoze usko povezana s poveéanjem koncen-
tracije etanola. Nadalje, potrebno je istaknuti da je zabiljezeno
i smanjenje koncentracije ksiloze od 0,2 g L najvjerojatnije
kao posljedica analiticke pogreske. Naime, poznato je da so-
jevi kvasca S. cerevisiae nemaju sposobnost da koriste pentoze
(ksiloza i arabiniza; van Maris i sur. 2006). Promjene koncen-
tracije arabinoze nisu zabiljeZene tijekom ovog kratkog an-
acrobnog uzgoja kvasca. Medutim, zabiljezeno je povecanje
broj¢ane koncentracija stanica kvasca s 5,5 x 10° st/mL na 6,2 x
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10° st/mL odnosno glicerola $to pokazuje da kontrolna hranjiva
podloga omoguéava rast i odrzavanje metabolicke aktivnosti
stanica kvasca. Na slikama 2 i 3 prikazana je dinamika anaerob-
nog uzgoja kvasca S. cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidroli-
zatom pSeni¢ne slame. Promjena koncentracije glukoze usko
je povezana s nastajanjem etanola. U ovom slucaju zabiljezene
su takoder i neznatne promjene koncentracije ksiloze i arabi-
noze kao posljedica analitickih pogresaka (Slika 2). Kao $to je
vidljivo na Slici 3 doslo je do smanjenja koncentracije mravlje
i octene kiseline odnosno glicerola zbog sposobnosti stanica
kvasca da koriste ove spojeve u svom metabolizmu (van Dijken
i Scheffers 1986, Weusthuis i sur 1994). Tijekom ovog uzgoja
zabiljezeno je neznatno poveéanje brojéane koncentracija stan-
ica kvasca s 5,1 x 10° st/mL na 5,8 x 10° st/mL §to pokazuje da
prisutvo inhibitora rasta kvasca u ovoj hranjivoj podlozi uspo-
rava rast kvasca u usporedbi s uzgojem kvasca na kontrolnom
podlozi. Koncentracija levulinske kiseline je ostala priblizno
konstantna iako su zabiljezena odredena odstupanja (oko 0,2
g L") kao posljedica analiticke pogreske. Navedena pojava je
u skladu s literaturom jer stanice kvasca nemaju sposobnost
koristenja levulinske kiseline buduéi da ona ima inhibitorno
djelovanje na rast stanica kvasca (Palmqvist i Hahn-Hégerdal
2000; Klinke i sur. 2004). Kod anaerobnog uzgoja kvasca na
hranjivoj podlozi s hidrolizatom kukuruzovine (podaci nisu
prikazani) zabiljezeno je sli¢no odvijanje bioprocesa kao i kod
anaerobnog uzgoja kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom
pSeniéne slame.
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Slika 1.  Promjene koncentracije sastojaka kontrolne hranji-

ve podloge tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevi-

siae u Erlenmeyer tikvicama.

Figure 1. Alteration of the concentration of control broth
constituents during anaerobic cultivation of S.

cerevisiae in Erlenmeyer flasks.
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Slika 2. Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze

i etanola u hranjivoj podlozi koja sadrzi hidroli-

zat pSenicne slame tijekom anaerobnog uzgoja S.

cerevisiae u Erlenmeyer tikvicama.

Figure 2. Alteration of the concentration of glucose, xylose,
arabinose and ethanol in broth that contains wheat
straw hydrolysate during anaerobic cultivation of

S. cerevisiae in Erlenmeyer flasks.
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Slika 3. Promjene koncentracije mravlje, octene i levulin-

ske kiseline odnosno glicerola u hranjivoj podlozi

koja sadrzi hidrolizat pSenicne slame tijekom

anaerobnog uzgoja S. cerevisiae u Erlenmeyer

tikvicama.

Figure 3. Alteration of the concentration of formic, acetic and
levulinic acid and glycerol in broth that contains
wheat straw hydrolysate during anaerobic cultiva-

tion of S. cerevisiae in Erlenmeyer flasks.

Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae na hranjivim podlo-
gama s hidrolizatima lignoceluloznih sirovina u HRCB-u
U nastavku ovog istraZivanja provedeno je dodatno te-
stiranje anaerobnog uzgoja kvasca S. cerevisiae u HRCB-u
da bi se potvrdili rezultati uzgoja u Erlenmeyer tikvicama. U
ovom istrazivanju koristena je intervalna rotacija HRCB-a (12
minuta rotacije bioreaktora brzinom 10 min™ i 48 minuta miro-
vanje po satu), a korisni volumen HRCB-a iznosio je 5 L. Pre-
thodno odabrani uvjeti provodenje anaerobnog uzgoja kvasca
u HRCB-u su u skladu s istrazivanjem proizvodnje etanola na
sirovim repinim rezancima (polucvrsti supstrat) u HRCB-u kod
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kojih su zabiljezene najvece vrijednosti pokazatelje uspjesnosti
bioprocesa (Pavleci¢ 2013.). Hranjive podloge s hidrolizatima
pSenicne slame i kukuruzovine bile su istog sastava kao i kod
anaerobnog uzgoja kvasca u Erlenmeyer tikvicama. Na slika-
ma 4 i1 5 prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja kvasca na
hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame. Kao $to je
vidljivo na slici 4 glukoza je potpuno utrosena do kraja bio-
procesa pri ¢emu je kao posljedica njene potrosnje tijekom
anaerobnog uzgoja kvasca doslo do sinteze etanola i glicerola
(Slika 5). Tijekom ovog uzgoja zabiljezene su odredene os-
cilacije koncentracije ksiloze i arabinoze kao posljedica ne-
homogenosti polucvrste hranjive podloge u HRCB-u odnosno
analitickih pogreska bududi da kvasac S. cerevisiae ne moze
koristiti pentoze kao izvore ugljika. Buduéi da su u hidrolizatu
pSeniéne slame prisutne mravlja, octena i levulinska kiselina
(nusprodukti postupka blago kisele hidrolize), promjene nji-
hovih koncentracija takoder su praéene tijekom anaerobnog
uzgoja kvasca u HRCB-u (Slika 5). Iz prikazanih rezultata je
vidljivo da su koncentracije ovih kiselina oscilirale oko svo-
jih pocetnih vrijednosti §to pokazuje da ih kvasac nije koris-
tio. Navedene oscilacije su posljedica analitickih pogresaka,
ali i nehomogenosti poluc¢vrstog supstrata u HRCB-u. U ovom
uzgoju zabiljezeno je i neznatno povecanje brojcane koncen-
tracija stanica kvasca s 5,3 x 10° st/mL na 6,1 x 103 st/mL $to
pokazuje da prisutvo inhibitora rasta u ovoj hranjivoj podlozi
usporava rast i aktivnost stanica kvasca.

W glukoza/glucose  Nksiloza/xylose  Earabinoza/arabinose

B etanol/ethanol

Slika 4.  Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze

i etanola u hranjivoj podlozi koja sadrzi hidroli-

zat pSenicne slame tijekom anaerobnog uzgoja S.

cerevisiae u HRCB-u.

Figure 4. Alteration of the concentration of glucose, xylose,
arabinose and ethanol in broth that contains wheat
straw hydrolysate during anaerobic cultivation of

S. cerevisiae in the HRTB.
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Slika 5. Promjene koncentracije mravlje, octene i levulin-
ske kiseline odnosno glicerola u hranjivoj podlozi
koja sadrzi hidrolizat pSenicne slame tijekom anae-
robnog uzgoja S. cerevisiae u HRCB-u.
Figure 5. Alteration of the concentration of formic, ace-
tic and levulinic acid and glycerol in broth that
contains wheat straw hydrolysate during anaerobic

cultivation of'S. cerevisiae in the HRTB.

U ovom dijelu istrazivanja proveden i anaerobni uzgoj
kvasca S. cerevisiae na hranjivoj podlozi s hidrolizatima
kukuruzovine, a rezultati su prikazani na slikama 6 i 7. Iz
prikazanih rezultata je vidljivo da je zabiljezena vrlo sli¢na
dinamika odvijanja bioprocesa kao i kod anaerobnog uzgoja
kvasca na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pseni¢ne slame.
Medutim, potrebno je istaknuti da se pocetna brojéana kon-
centracija stanica kvasca (6,7 x 10° st/mL) smanjila na 5,4 x
10° st/mL kao posljedica vec¢ih koncentracija kiselina (mravlja,
octena i levulinska kiselina) u odnosu na hranjivu podlogu s
hidrolizatom pSeni¢ne slame. Navedana pojava povezana je i
¢injenicom da su u ovom uzgoju zabiljeZene manje vrijednosti
pokazatelja uspjesnosti bioprocesa nego kod uzgoja na hran-
jivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame (Tablica 6). Ovdje
je takoder potrebno istaknuti da su u hidrolizatima pSeniéne
slame i kukuruzovine prisutni osim analiziranih spojeva (uku-
pni furani, octena, mravlja i levulinska kiselina) i drugi spojevi
Cija je prisutnost utjecala na aktivnost stanica kvasca tijekom
njihovog anaerobnog uzgoja. Rezultati prikazani u Tablici 6
takoder pokazuju da su u odnosu na $eéerne i $krobne sirovine
(Cardona i Sanchez 2007; Santek i sur. 2010) dobivene znat-
no manje vrijednosti pokazatelja uspjesnosti bioprocesa zbog
¢injenice da testirani soj kvasca nema sposobnost koriStenje
pentoza kao izvora ugljika. Medutim, ako se provode uspored-
ba uzgoja kvasca na sli¢nih hranjivim podloga onda su dobi-
veni rezultati u skladu s literaturnim podacima (Hadar 2013;
Rezi¢ i sur. 2016). Prethodno navedeno takoder pokazuje da
je potrebno provesti dodatan postupak optimizacije procesa
predobrade lignoceluliznih sirovina s ciljem povecanja udjela
fermentabilnih Secera uz smanjenje nastanka razli¢itih nus-
produkata, a osobito inhibitora fizioloskih aktivnosti stanica
kvasca. Nadalje, neophodno je provesti i daljnji proces selekci-
je i unapredenje postojeéih sojeva kvasaca primjenom tehnika
genetickog inzenjerstva s ciljem dobivanja sojeva koji mogu
metabolizirati pentoze u prisustvu inhibitora njihovog rasta.
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Slika 6.  Promjene koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze

i etanola u hranjivoj podlozi koja sadrzi hidrolizat

kukuruzovine tijekom anaerobnog uzgoja S. cerevi-

siae u HRCB-u.

Figure 6. Alteration of the concentration of glucose, xylose,
arabinose and ethanol in broth that contains corn
stover hydrolysate during anaerobic cultivation of

S. cerevisiae in the HRTB.
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Slika 7.  Promjene koncentracije mravlje, octene i levulin-
ske kiseline odnosno glicerola u hranjivoj podlozi
koja sadrzi hidrolizat kukuruzovine tijekom anae-
robnog uzgoja S. cerevisiae u HRCB-u.
Figure 7. Alteration of the concentration of formic, ace-
tic and levulinic acid and glycerol in broth that
contains corn stover hydrolysate during anaerobic

cultivation of S. cerevisiae in the HRTB.

Tablica 6. Pokazatelji uspjesnosti anaerobnog uzgoja kvasca
S. cerevisiae na hranjivim podlogama s hidrolizati-
ma lignoceluloznih sirovina u HRCB-u.

Table 6. Bioprocess efficiency of the anaerobic cultivation
of yeast S. cerevisiae on the broth with different
hydrolysate of lignocellulosic raw materials in the
HRTB.

Hranjiva podloga / Y, Y, E Pr
Cultivation medium [gL'] | [ggh] [%] |[gL'h']
Hidrolizat pseni¢ne slame/ | 1,560 | 0,216 42 0,0678
Wheat straw hydrolysate

Hidrolizat kukuruzovine / 0,862 | 0,195 38 0,0330
Corn stover hydrolysate

Zakljucci

Na osnovi rezultata ovog istrazivanja vidljivo je da blago
kiselim postupkom predobrade pseni¢ne slame i kukuruzovine
u visokotla¢nom reaktoru (210 °C; 20 bara; 1,0 % H,SO,; vri-
jeme zadrzavanja 1-10 minuta) nastaju razli¢iti nusprodukti
(npr. mravlja, octena i levulinska kiseline, furfural. hidrok-
simetil-furfural itd.) koji utjecu na aktivnost stanica kvasca S.
cerevisiae tijekom njegovog anaerobnog uzgoja. Medutim, i
kod tih relativno velikih koncentracija nusprodukata procesa
predobrade lignoceluluznih sirovina zabiljezen je rast stani-
ca kvasca kao posljedica koristenja glukoze $to pokazuje da
prouc¢avani soj kvasca ima odredenu otpornost na prisutne in-
hibitore rasta. Anaerobni uzgoj kvasca S. cerevisiae u HRCB-u
na polucvrstim hranjivim podlogama s hidrolizatima lignoce-
luloznih sirovina pokazuje da su najvece vrijednosti pokaza-
telja uspjesnosti bioprocesa zabiljeZene tijekom uzgoja kvasca
na hranjivoj podlozi s hidrolizatom pSeni¢ne slame (Y, =
0,261 g g!, Pr=0,0678 g L"'h"! i E=42 %). Na osnovi rezultata
ovog istrazivanja vidljivo je da je moguée unaprijediti proces
proizvodnje etanola na hranjivim podlogama s hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina kroz optimizaciju uvjeta provodenja
bioprocesa u HRCB-u, uvjeta predobrade lignoceluloznih
sirovina i odabirom proizvodnog mikroorganizma (prirod-
nog ili genetickim modificiranog soja) koji ima sposobnost
koristenja heksoza i pentoza odnosno visoku tolerantnost na
inhibitore prisutne u hranjivim podlogama s hidrolizatima lig-
noceluloznih sirovina.
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