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Sazetak

Bioetanol je proizveden procesom istodobne saharifikacije i fermentacije (eng. Simultaneous saccharification and fermentation,
SSF) s kvascem Saccharomyces cerevisiae na enzimskom hidrolizatu predobradenih kukuruznih oklasaka. Istrazivan je ucinak
trajanja predhidrolize kukuruznih oklasaka na ucinkovitost procesa proizvodnje bioetanola te je usporeden s konvencionalnim
procesom SSF. Dvije smjese komercijalno dostupnih enzima rabljene su za hidrolizu sirovine; prva je sadrzavala Celluclast 1.5L
(Sigma) i B-glukozidazu (Carl Roth), a druga smjesa Celluclast 1.5L (Sigma) i Viscozyme L (Sigma).

Dva dana predhidrolize imala su pozitivan uc¢inak na prinos bioetanola, dok je dulje trajanje predhidrolize smanjilo prinos
bioetanola. Najveca koncentracija etanola od 41,24 gdm™ postignuta je u procesu SSF uz dva dana predhidrolize koja je
iznosila 63,15 % teoretskog iskoristenja izracunatog na neobradeni kukuruzni oklasak. Najveéa ukupna produktivnost procesa
od 0,36 gdm™ h~" postignuta je konvencionalnim SSF-om uz enzimsku smjesu koja je sadrzavala Celluclast 1.5L (Sigma) i
Viscozyme L (Sigma). Koncentracija etanola iznosila je 36,6 gdm™3, to je 56,02 % teoretskog prinosa etanola na neobradeni

kukuruzni oklasak.
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Uvod

Lignocelulozna biomasa najzastupljeniji je obnovljivi izvor
organskog ugljika na Zemlji. Posljednjih desetljec¢a prove-
den je velik broj istrazivanja vezanih uz primjenu te siro-
vine u proizvodnji biogoriva i finih kemikalija. Smatra se
pogodnom zamjenom za naftu kao sirovina za proizvod-
nju motornih goriva jer je sveprisutna, lako dostupna i vrlo
jeftina.” Primjena lignocelulozne biomase u proizvodnji
biogoriva pridonijela bi smanjenju niza gorucih problema
s kojima je danasnje drustvo suoceno. To se prije svega od-
nosi na iscrpljivanje zaliha fosilnih goriva, energetsku nesi-
gurnost i ovisnost, visoku razinu CO, u atmosferi i emisiju
toksi¢nih supstancija koje nastaju izgaranjem fosilnih gori-
va (SO,, NO,). Proizvodnja bioetanola danas se najve¢im
djelom zasniva na Secernim (npr. Secerna repa i melasa)
i skrobnim sirovinama (npr. kukuruzu, psenici, krumpiru)
koje se rabe u ishrani ljudi i stoke. U mnogim razvijenim
drzavama potice se proizvodnja biogoriva razlicitim pore-
znim olaksicama i primjenom zakona o obvezatnom mi-
jesanju bioetanola s benzinom. Medutim uvedene mijere
dovele su proizvodace hrane u neravnopravan polozaj u
odnosu na proizvodace biogoriva i uzrokovale porast cije-
ne sirovine i hrane.?

Proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina
biotehnoloskim postupkom slozen je i jo$ uvijek komer-
cijalno neisplativ proces. Na troskove proizvodnje bio-
etanola znatno utjece vrsta lignocelulozne biomase, ali i
sam tehnoloski proces proizvodnje (predobrada, hidroliza
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lignocelulozne sirovine, fermentacija, izolacija i procisca-
vanje proizvoda). Usporedivanjem nekoliko pogona za
proizvodnju bioetanola, utvrdeno je da troskovi proizvod-
nje po litri goriva iznose od 0,5 (Raizen, Brazil) pa ¢ak i do
1,09 US$ (Abengoa Bioenergy, SAD), sto je u usporedbi
s cijenom etanola proizvedenog iz skrobnih sirovina dvo-
struko vise.?

Lignocelulozna biomasa sastoji se od celuloze (33 — 40 %),
hemiceluloze (20 — 25 %) i lignina (15 — 20 %).* Celuloza
je homopolimer sastavljen od molekula D-glukoze pove-
zanih B (1,4)-glikozidnom vezom. Prosjecni broj molekula
glukoze u lancu celuloze iznosi oko 14 000.° Hidroksil-
ne skupine u celulozi stvaraju velik broj vodikovih veza
unutar istog lanca i izmedu usporedno poslozenih lanaca.
Medusobno povezani lanci celuloze vodikovim vezama
tvore tzv. osnovna vlakna. Osnovna celulozna vlakna po-
vezana su u mikrovlakna cija duljina ovisi o vrsti biljke i
tkiva.>”'% Celulozna mikrovlakna medusobno su povezana
s hemicelulozom te su prekrivena ligninom. Hemicelulo-
za je amorfni heteropolisaharid graden od Secera pentoza
(ksiloza i arabinoza) i heksoza (glukoza, galaktoza i mano-
za), te u manjoj mjeri i od Secernih kiselina (glukuronske,
metil-glukuronske i galakturonske kiseline). Broj jedinica
Secera u lancu hemiceluloze iznosi oko 200.° Treci struk-
turni polimer u lignoceluloznoj sirovini je lignin, amorfni
heteropolimer, koji se sastoji od fenilpropanskih jedinica
(kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol) pove-
zanih brojnim i razlic¢itim vrstama kemijskih veza.® Lignin
tvori nepropusnu prepreku u stani¢noj stijenci a uz meha-
nicku ¢vrstocu biljci pruza fizicku zastitu od oksidacijske i
mikrobne razgradnje.®”
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Proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina
sastoji se od cetiri osnovna koraka: predobrada sirovine,
hidroliza strukturnih ugljikohidrata (saharifikacija), fermen-
tacija, izdvajanje i procis¢avanja etanola. Hidroliza celulo-
ze do fermentabilnih Secera provodi se najcesce celuloli-
tickim enzimima izoliranim iz plijesni Trichoderma reesei i
Aspergillus niger.® Stupanj enzimske hidrolize celuloze iz
izvorne lignocelulozne sirovine vrlo je malen, zbog sloja li-
gnina i hemiceluloze koji obavijaju celulozna vlakna i one-
mogucuju vezanje enzima na supstrat. Osim toga, nativna
celuloza u biomasi ve¢im dijelom je u kristalicnom obli-
ku, koju celulaze znatno sporije hidroliziraju od amorfne
celuloze.? Zbog toga se lignocelulozna sirovina podvrgava
procesu predobrade cija je osnovna svrha povecanje isko-
ristenja enzimske hidrolize sirovine. Procesom predobrade
u lignoceluloznoj sirovini smanjuje se udjel lignina i hemi-
celuloze, smanjuje se kristali¢nost i stupanj polimerizacije
lanaca celuloze te se povecava strukturna poroznost siro-
vine. Razvijen je velik broj metoda predobrade lignocelu-
loznih sirovina, a dijele se na fizikalne (npr. usitnjavanje,
zracenje, ekstruzija, piroliza), kemijske (npr. ozonoliza, hi-
droliza s kiselinama i luzinama, oksidativna delignifikacija,
organosolv postupak), fizikalno-kemijske (npr. eksplozija
vodenom parom, eksplozija vlakana s amonijakom, ek-
splozija s CO,) i bioloske metode (primjenom npr. celuloli-
tickih enzima, gljiva bijelog i smedeg truljenja).’

Jedna od najcesc¢e primjenjivanih metoda predobrade li-
gnoceluloznih sirovina je alkalna hidroliza. Najcesce se
upotrebljavaju natrijeva luzina, kalcijev i kalijev hidrok-
sid, teku¢i amonijak, amonijev hidroksid i natrijev hidrok-
sid s vodikovim peroksidom.'*"* Alkalnom predobradom
ucinkovito se razgraduje lignin uz djelomi¢nu razgradnju
hemiceluloze. Udjel razgradenog lignina ovisi o uvjetima
predobrade tj. koncentraciji natrijeve luzine, temperaturi i
trajanju predobrade.” U alkalnoj sredini dolazi do hidroli-
ze aril eterskih veza u ligninu, koji ¢ine 50 — 70 % ukupnih
veza pri ¢emu se oslobada natrij fenolat. Nadalje, jako al-
kalna sredina uzrokuje solvataciju hidroksilnih skupina u
ugljikohidratima, Sto ima posljedicu bubrenja celuloznih
vlakana i povecanja unutarnje povrsine, smanjenja stup-
nja polimerizacije i kristalicnosti celuloze. Saponifikacijom
acetilnih i uronskih esterskih veza u hemicelulozi omogu-
¢ava se fizicki kontakt enzima i supstrata ¢ime se pove-
¢ava ucinkovitost enzimske hidrolize. Alkalna predobrada
pokazala se vrlo ucinkovitom u predobradi sirovina s ma-
njim udjelom lignina kao $to su ostatci tvrdog drveta i ra-
zliciti poljoprivredni ostatci [divlje proso (eng. switchgrass),

kukuruzni oklasak, psenicna i rizina slama, rizina ovojni-
cal.1420-23

Inhibicija produktom i meduproduktom reakcije (glukoza
i celobioza) karakteristicna je za enzimsku hidrolizu ce-
luloze, posebno u podlogama s visokom koncentracijom
supstrata. Inhibicijski ucinak produkata hidrolize moze se
smanijiti provedbom istodobne saharifikacije i fermentaci-
je (eng. Simultaneous saccharification and fermentation,
SSF).2* U procesu SSF koncentracija fermentabilnih Secera
odrzava se dovoljno niskom njihovom istodobnom konver-
zijom u etanol djelovanjem kvasca Saccharomyces cerevi-
siae. Osnovni nedostatak procesa SSF je temperatura pri
kojoj se provodi fermentacija i enzimska hidroliza sirovine.
Naime, proces SSF provodi se pri temperaturi optimalnoj
za rast kvasca (35 °C) koja je znatno niza od optimalne
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temperature za enzimsku hidrolizu (50 °C). Zbog znatno
nize celuloliticke aktivnosti pri nizim temperaturama po-
trebno je povecati koli¢inu enzima za hidrolizu, sto pove-
¢ava troskove proizvodnje. Ucinkovitost procesa SSF moze
se povecati tako da se lignocelulozna sirovina podvrgne
predhidrolizi pri 50 °C neposredno prije inokulacije pod-
Ioge'15,16

U ovom radu istrazena je moguénost proizvodnje bioeta-
nola iz kukuruznih oklasaka procesom SSF. U¢inak predhi-
drolize sirovine i dodatka enzimskih preparata $-glukozi-
daze i Viscozyme L na ucinkovitost procesa procijenjena je
usporedbom tri kljucna pokazatelja uspjesnosti bioprocesa
(produktivnost, prinos i iskoristenje).

Eksperimentalni dio
Supstrati, enzimi i kemikalije

Kukuruzni oklasci su obrani u listopadu 2015. u okolici
Ludbrega (geografska Sirina/duzina: 46° 15 00” S / 16°
36’ 36" 1). Suhi kukuruzni oklasci usitnjeni su u drobilici
za vrtni otpad (Hurricane HMH 200, Njemacka), a zatim
u reznom mlinu (Retsch SM 2000, Germany). Usitnjena
sirovina prosijana je kroz sito velicine otvora 1T mm te je
frakcija sirovine veli¢ine granulacije <1 mm pohranjena u
plasticne posude. Sirovina je ¢uvana na sobnoj temperaturi
u suhoj i tamnoj prostoriji. Koli¢ina vlage u sirovini iznosila
je priblizno 5 %. U istrazivanju su upotrijebljene sljedece
kemikalije: sladni agar (Difco, SAD), pepton (Carl Roth,
Austrija), glukoza (Carl Roth, Austrija), etanol (Sigma, SAD),
glicerol (Sigma, SAD), ksiloza (Sigma) i celobioza (Sigma) te
razlicite mineralne soli za pripremu hranjive podloge (Ke-
mika, Hrvatska).

Za hidrolizu kukuruznog oklaska upotrijebljeni su sljedeci
enzimski preparati: celulaze iz plijesni Trichoderma reesei
(Celluclast 1.5L, Sigma, SAD), Viscozyme L (Sigma, SAD)
i B-glukozidaza izolirana iz badema (Carl Roth, Austrija).

Mikroorganizam

U istrazivanju upotrijebljen je soj kvasca Saccharomyces
cerevisiae (VO7) iz zbirke mikroorganizama Laboratorija
za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i
tehnologiju piva i slada, Prehrambeno-biotehnoloskog fa-
kulteta u Zagrebu. Kultura je odrzavana na sladnom agaru
(6 %). Predkultura je uzgojena u tekuc¢em mediju (YPD)
koji je sadrzavao 20 gdm™ glukoze, 20 gdm™ peptona
i 10 gdm~ kvascCeva ekstrakta. Inokulum je uzgojen na
rotacijskoj tresilici pri 180 o min~" i temperaturi od 30 °C
tijekom dva dana.

Alkalna predobrada kukuruznih oklasaka

Prethodno usitnjeni kukuruzni oklasci pomijesani su s 15
%-tnom natrijevom luzinom uz omjer otopine luzine i si-
rovine 8 : 1 (masa volumen™). Smjesa je kuhana 30 min
pri temperaturi 121 °C. Vrudi hidrolizat filtriran je preko
Buichnerova lijevka, a zatim je filtarski kolac ispran s de-
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mineraliziranom vodom do neutralne pH vrijednosti i osu-
Sen pri 50 °C. Zracno suhi uzorak sadrzavao je 5 % vlage.
Iskoristenje glukana i ksilana (nps) u procesu predobrade
izracunata je iz omjera masa ugljikohidrata u obradenoj i
neobradenoj sirovini.

Odredivanje enzimske aktivnosti

Ukupna celuloliticka aktivnost (eng. Filter Paper Assay, FPA)
odredena je prema propisu Medunarodne unije za Cistu i
primijenjenu kemiju (eng. International Union for Pure and
Applied Chemistry, IUPAC)." U testu je odredena koli¢ina
enzima potrebna da se oslobodi 2 mg glukoze enzimskom
hidrolizom filtar-papira (50 mg) tijekom 60 min pri 50 °C.
Ukupna celuloliticka aktivnost enzimskog preparata izraze-
na je kao FPU (eng. Filter Paper Units) po mililitru nerazri-
jedenog enzimskog preparata.

B-glukozidazna aktivnost enzimskog preparata odrede-
na je s 15 mM celobiozom u 50 mM citrathom puferu
(pH = 4,8) pri temperaturi od 50 °C tijekom 30 min."®
Koncentracija glukoze odredena je pomocu visokoucin-
kovite tekucinske kromatografije (HPLC) te je izracunata
aktivnost enzima. Jedna jedinica p-glukozidazne aktivno-
sti (IU) definirana je kao koli¢ina enzima koja katalizira
oslobadanje jednog pmol glukoze po minuti u navedenim
uvjetima enzimske reakcije.

Enzimska hidroliza kukuruznih oklasaka
i proizvodnja bioetanola

Proizvodnja etanola iz predobradenih kukuruznih oklasa-
ka provedena je postupkom SSF. Istrazen je ucinak pred-
hidrolize na ucinkovitost procesa proizvodnje bioetanola.
Pri tome su upotrijebljene dvije enzimske smjese; prva
smjesa sadrzavala je Celluclast 1.5 L (20 FPU g™ glukana)
i p-glukozidazu (30 U g" glukana), a druga Cellulast 1.5 L
(20 FPU g glukana) i Viscozyme L (0,2 mlg™" suhe tva-
ri predobradeng kukuruznog oklaska). Uzimajuci u obzir
B-glukozidaznu aktivnost Celluclast 1.5L, ukupna B-glu-
kozidazna aktivnost prve enzimske smjese iznosila je 40
IU g7" glukana. Druga enzimska smjesa imala je ukupnu
B-glukozidaznu aktivnost od 15 IU g™' glukana. Koli¢ina
predobradenog kukuruznog oklaska u podlozi iznosila je
10 % (masa masa™'), a ukupni volumen suspenzije izno-
sio je 100 ml. Enzimska hidroliza provedena je u 50 mM
citratnom puferu (pH = 5,0) pri temperaturi od 50 °C uz
mijesanje na rotacijskoj tresilici (180 o min™). Enzimski
preparati sterilizirani su filtracijom kroz sterilni najlonski
membranski filtar (pore otvora 0,2 pm, Sartorius). Enzim-
ska predhidroliza provedena je pri 50 °C tijekom 48, 96
i 144 sata. U radu su upotrijebljene sljede¢e oznake za
Sest razli¢itih istrazenih uvjeta fermentacije: A_B (doda-
tak B-glukozidaze bez predhidrolize), A V (dodatak Vis-
cozyme L bez predhidrolize), B_p (dodatak B-glukozidaze
i 48 h predhidrolize), B_V (dodatak Viscozyme L i 48 h
predhidrolize), C_B (dodatak p-glukozidaze i 96 h pred-
hidrolize), C_V (dodatak Viscozyme L i 96 h predhidroli-
ze), D_P (dodatak B-glukozidaze i 144 h predhidrolize) i
D_V (dodatak Viscozyme L i 144 h predhidrolize). Tijekom
predhidrolize volumen podloge se smanjivao uslijed ispa-
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ravanja vode. Volumen smjese svakodnevno je korigiran
na pocetnu vrijednost dodatkom vode. Po zavrsetku en-
zimske hidrolize dodana je 100 x koncentrirana otopina
kompleksnog izvora dusika i mineralnih soli potrebnih za
rast kvasca. Nakon dodatka koncentriranih otopina u ligno-
celulozni hidrolizat koncentracije kompleksnog izvora du-
Sika i mineralnih soli u podlozi za uzgoj iznosile su: kvascev
ekstrakt 2 gdm~3, (NH,),SO, 5 gdm~3, KH,PO, 1 gdm™3,
MgSO, x 7 H,0 0,5 gdm~3, FeSO, x 7H,0 0,01 gdm™2,
CaCl, 0,1 gdm™3, NaCl 0,1 gdm~3. Usporedno je prove-
den uzgoj konvencionalnim procesom SSF bez prethodne
hidrolize sirovine. Podloga je inokulirana vlaznom kva-
S¢evom biomasom izdvojenom centrifugiranjem 10 ml
suspenzije inokuluma uzgojenog u podlozi YPD. Nakon
inokulacije tikvice su zacepljene vreljnjacom te su inkubi-
rane pri 30 °C tijekom deset dana na magnetskoj mijesalici
(130 rpm). Uzorci podloge (0,5 ml) izuzimani su 0., 1.,
2., 3., 4., 6.110. dana uzgoja. U supernatantima prevrele
podloge odredena je koncentracija Secera i proizvoda me-
tabolizma (etanol i glicerol).

Analiza sastava lignocelulozne sirovine

U izvornom i predobradenom kukuruznom oklasku odre-
den je udjel strukturnih ugljikohidrata (glukan, ksilan, ara-
binan) i ukupni lignin (topljiv i netopljiv u vodi) prema
propisu americkog Nacionalnog laboratorija za obnovljivu
energiju (eng. National Renewable Energy Laboratory)."
Neposredno prije analize uzorci su usitnjeni u tarioniku u
fini prah.

Sastav strukturnih ugljikohidrata odreden je kiselinskom
hidrolizom sirovine. U tikvicu s okruglim dnom dodano
je 0,4 g lignoceluloznog supstrata i 4 ml 72%-tne H,SO,
te je smjesa homogenizirana. Nakon jednog sata hidrolize
pri sobnoj temperaturi sirovini je dodano 112 ml demi-
neralizirane vode. Smjesa je zagrijana do vrenja i kuha-
na 4 sata uz povratno hladilo. Nakon kiselinske hidrolize
smjesa je profiltrirana kroz Blchnerov lijevak. U filtratu
kiselinskog hidrolizata odredena je koncentracija monosa-
harida HPLC-om. Zaostala sumporna kiselina u filtarskom
kolacu ispirana je s demineraliziranom vodom do neutral-
nog pH. Filtarski kolac je osusen pri 105 °C do konstantne
mase te je njegova masa odredena vaganjem. Udjel lignina
netopljivog u kiselini u lignoceluloznoj sirovini jednak je
omjeru mase suhog filtarskog kolaca i mase lignocelulozne
sirovine uzete u analizu (0,4 g).

U filtratu kiselinskog hidrolizata odreden je udjel lignina
topljivog u kiselini spektrofotometrijski pri valnoj duljini od
205 nm. Udjel lignina topljivog u kiselini, w(ASL) izracunat
je prema jednadzbi:

W(ASL)ZM, 1)
a-b-m

gdje je A,qs apsorbancija uzorka pri 205 nm, D faktor razr-
jedenja uzorka, V volumen uzorka (0,112 1), a apsorpcijski
koeficijent (110 dm*g="cm™), b Sirina kivete (1 cm) i m
masa uzorka uzetog u analizu (0,4 g).

Ukupni udjel lignina u suhoj tvari biomase suma je udjela
lignina topljivog i netopljivog u kiselini.
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Odredivanje koncentracije Secera i produkata
metabolizma pomocu tekucéinske kromatografije visoke
ucinkovitosti (HPLC)

Koncentracija glukoze, ksiloze i celobioze, te produkata
metabolizma (etanol i glicerol) odredena je uz pomo¢ ure-
daja Shimadzu CLASS-VP LC-10AVP (Japan) s detektorom
indeksa loma (RID-10A). Analizirane komponente razdva-
jane su na analitickoj koloni Supelcogel C610H (Supelco)
uz predkolonu (Supelcogel H Guard Column, Sigma). Kao
pokretna faza upotrijebljena je otopina H;PO, (¢ = 0,1 %).
Temperatura pecnice bila je 55 °C a brzina protoka pokret-
ne faze 0,5 mlmin~". Koncentracije Secera izracunate su iz
jednadzbe bazdarnog pravca za pojedini analit.

FTIR analiza

Snimanja spektara IR provedena su na uredaju ABB Bo-
mem MB 102 FTIR spektrofotometru, u podrucju valnih
brojeva od 4000 do 450 cm™. Lignocelulozna sirovina
usitnjena je u prah u tarioniku te su pripremljene pastile s
kalijevim bromidom.

Izracunavanje udjela ugljikohidrata
u lignoceluloznoj sirovini

Udjel glukana i ksilana u lignoceluloznoj sirovini izracunava
se iz koncentracije odgovarajucih monosaharida (y,,.,) uz
pomoc korektivnog faktora (K;) prema sljedecoj jednadzbi:

VoK
W(CHO) — Y msah hidr f. 100 , (2)
m

gdje je V4 volumen hidrolizata (I) i m,, masa analiziranog
uzorka (0,4 g).

Korektivni faktor predstavlja omjer molekulske mase mo-
nomerne gradevne jedinice ugljikohidrata i monosaharida.
Korektivni faktor za pentoze (ksiloza i arabinoza) je 0,88
(. 132/150), dok je za heksoze (glukoza, galaktoza i ma-
noza) 0,9 (tj. 162/180).

Pokazatelji uspjesnosti bioprocesa

Ukupna ucinkovitost proizvodnje etanola iz kukuruznih
oklasaka odredena je prema tri kljucna parametra: stu-
panj konverzije supstrata u proizvod izracunat na koli¢inu
glukana u predobradenom kukuruznom oklasku (Yys) i na
izvornu sirovinu (Ypsao), produktivnost (Pr) i ukupna pro-
duktivnost procesa (Pry) te iskoriSenje (n) i ukupno iskori-
Stenje procesa ().

Stupanj konverzije supstrata u etanol (Yps) predstavlja
omjer mase nastalog etanola (m;) i mase glukana u predo-
bradenom kukuruznom oklasku (m,y,,):

m
Yos =——. (3)

glukan

Ukupni stupanj konverzije neobradenog kukuruznog okla-
ska u etanol (Ypuo) izraunat je prema sljedecoj jednadzbi:
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M

YP/NKO =

(4)

’
My kan, oko / oy

gdje je Myuanoko Masa glukana u predobradenom kuku-
ruznom 0T<Iasku, a npg iskoristenje glukana u procesu pre-
dobrade.

Produktivnost bioprocesa proizvodnje etanola izracunata
je prema sljedecoj jednadzbi:

m
Pr=—""’ (5)

gdje je V volumen podloge, a t trajanje fermentacije.

Pri izracunu ukupne produktivnosti (Pry) uzeto je u obzir i
trajanje predhidrolize sirovine.

Ucinkovitost bioprocesa predstavlja omjer eksperimental-
no odredenog i teoretskog stupnja konverzije glukana u
etanol:

Y

P/Steor

Teoretski stupanj konverzije glukana u etanol iznosi
0,567 gg™".

Ukupna ucinkovitosti procesa definirana je jednadzbom:

Y,

= 7)

P/Steoret.

Iskoristenje enzimske hidrolize
glukana tijekom stupnja predhidrolize

Iskoristenje enzimske reakcije hidrolize glukana do gluko-
ze (nge) i ksilana do ksiloze (ng) tijekom stupnja predhi-
drolize izracunato je prema sljedecoj jednadzbi:

My = mmsah -100 ,
Mecho (8)
Kf

gdje je m,, masa monosaharida (glukoza, ksiloza) u en-
zimskom hidrolizatu kukuruznog oklaska, a m¢,o masa
strukturnog ugljikohidrata (glukan, ksilan) u predobrade-
nom kukuruznom oklasku.

Rezultati i rasprava

U ovom radu istrazen je ucinak predhidrolize na ucinko-
vitost procesa proizvodnje bioetanola iz lignocelulozne
sirovine postupkom SSF. Kao supstrat za proizvodnju bio-
etanola odabrani su kukuruzni oklasci koji uz kukuruzo-
vinu (stabljika s lis¢éem i komusinom) ostaju neiskoristeni
nakon berbe kukuruza. Ucinkovitost procesa proizvodnje
etanola s kvascem S. cerevisiae ovisna je o dostupnom
izvoru ugljika tj. glukozi koja nastaje enzimskom hidroli-
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zom glukana iz predobradenog kukuruznog oklaska. Naj-
zastupljeniji ugljikohidrati u kukuruznom oklasku bili su
glukan (38,5 %) i ksilan (36,1 %), dok je udjel galaktana,
manana i arabinana bio vrlo malen (<2 %; tablica 1). Treca
najzastupljenija komponenta u kukuruznom oklasku bio je
lignin (19,8 %). Procesom predobrade s natrijevim hidrok-
sidom, znatno je smanjen udjel lignina (1,1 %) i ksilana
(6,9 %) u lignoceluloznoj sirovini. Taj postupak predobrade
s natrijevom luzinom pokazao se ucinkovitim u delignifika-
ciji lignoceluloznih sirovina s nizim udjelom lignina kao Sto
su kukuruzni oklasci, kukuruzna stabljika, divlje proso (lat.
Panicum virgatum, eng. switchgrass) i miscanthus (Miscan-
thus giganteus).'20-23

Infracrvena spektroskopija (IR) primijenjena je u analizi
sastava neobradenog i predobradenog kukuruznog okla-
ska (slika 1). Analizom FTIR spektara uocene su vrpce ka-
rakteristicne za lignin, hemicelulozu i celulozu.?>2¢ Sirok
i jak signal u podrucju od 3600 do 3000 cm™' zapazen
je u spektrima oba uzorka i potjece od rasteznih vibracija
O—H skupina prisutnih u sve tri najzastupljenije kompo-
nente lignocelulozne sirovine.?* Predobrada s natrijevom
luzinom uklanja vecinu lignina, $to i potvrduje smanjenje
intenziteta vrpci karakteristicnih za lignin u spektru predo-
bradenog uzorka: 1720 cm™" i 1735 cm™’ (istezanje C=0O
u ketonima, karboksi skupini estera i karbonilnim skupi-
nama,*>? 1605 cm™" i 1515 cm™' (istezanje aromatskog
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Tablica 1 — Sastav neobradenog i obradenog kukuruznog oklaska

Table 7 — Composition of the untreated and pretreated corn
cobs
w(neobradeni w(obradeni
Sastav kukuruzni oklasak) | kukuruzni oklasak)
Composition w(untreated w(pretreated
corn cobs) /% corn cobs) /%

ugljikohidrati/

carbohydrates

glukan/glucan 38,5 85,7
ksilan/xylan 36,1 6,9
ukupni lignin/total 19,8 1,1
lignin

prstena),”> 1235 cm™' (istezanje C—C, C=0 i C-O veza
u gvajacilu),®>* 1264 cm™ (istezanje prstena gvajacila)® i
833 cm™' (savijanje C—H izvan ravnine na 2. i 6. mjestu u
prstenu siringilpropanske jedinice i sva mjesta u 4-hidrok-
si-fenilpropanske jedinice).? Vrpca pri 1720 cm™' ukazuje
na prisutnost estera karboksilnih skupina koje se osim u
ligninu nalaze i u hemicelulozi i kompleksima hemicelu-
loze i lignina.?® Smanjenje intenziteta tih vrpci u predo-
bradenoj sirovini ukazuje na smanjenje udjela lignina i
hemiceluloze. Siroka apsorpcijska vrpca srednjeg intenzi-
teta pri 1253 cm™" u spektru izvorne sirovine vjerojatno je

12 1
neobradeni kukuruzni oklasak / untreated corn cobs 2
—predobradeni kukuruzni oklasak / pretreated corn cobs =R
(<)}
|
1_ 3
8 \
Nel
— n
- <
o
0.8 N ‘
e
) [To'3alaN]
N en
o
=g gl 3
[Sa | <+ N e, )
c N — — M |~
g 8 / N - v
£<S06 | S S I
§ 2 ‘ \ N on 82 |
28 | \/ Sp 2o 5
H N \\ ‘ |
| \ | | B
0.4 | \ v e
M
0.2 |
0 T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

valni broj/cm™"
wave number/cm™’

Slika 1 — Spektri FT-IR neobradenih i obradenih kukuruznih oklasaka

Fig. 1

— FT-IR spectra of untreated and pretreated corn cobs



302

nastala spregom vibracija pri 1235 cm™" i 1264 cm™" koje
su pronadene u spektru predobradenog uzorka. Apsorpci-
ja pri 1235 cm™" pripisuje se istezanju piranoznog prste-
na u celulozi,® istezanje O—H u hemicelulozi** te C—H,
C—0O i C=0 veza u gvajacilu.?>?” Slabiji intenzitet vrpce
u spektru predobradenog uzorka posljedica je smanjenja
udjela lignina i hemiceluloze. Vrpca pri 1735 cm™ osim
za lignin karakteristicna je za ksilan. Hidroksilne skupine
ksilana djelomicno su esterificirane s karboksilnim kiseli-
nima: octenom (49 %), ferulinskom (4 %) i kumarinskom
kiselinom (6 %).?® Smanjenje intenziteta te vrpce u predo-
bradenom uzorku posljedica je smanjenja udjela ksiloze.

Vrpce 897 i 1165 cm™' [istezanje C—O—C veze u B (1,
4)-glikozidnoj vezi] karakteristicne su za ksilan i celulozu.?’
Povecanje intenziteta tih vrpci u predobradenom uzorku
moze se protumaciti povecanjem sadrzaja celuloze sto je
i potvrdeno kvantitativom analizom sirovine (tablica 1).
Linearan i razgranati ksilan (kao $to je glukuroksilan i ara-
binoksilan) imaju apsorpcijski maksimum pri 1044 cm™,
koji potjece od istezanja C—O—C veze i ukazuje na jaku
kemijsku vezu izmedu ksiloglukana i mikrofibrila celulo-
ze.*?33 Vrpca s malim pomakom valne duljine (1045 cm™)
ukazuje na prisutnost ksilana u izvornoj sirovini. Pomica-
nje apsorpcijskog maksimuma vrpce s 2922 cm™' (izvorna
sirovina) na 2899 cm™' i smanjenje njezina intenziteta u
spektru predobradene sirovine ukazuje na povecanje kri-
stalicnosti celuloze u uzorku.*'

U nastavku istrazivanja istrazen je ucinak predhidrolize si-
rovine i dodatak enzimskih preparata Viscozyme L i B-glu-
kozidaze na ucinkovitost procesa proizvodnje bioetanola.
Poznato je da tijekom hidrolize sirovine s celulazama iz
plijesni T. reesei dolazi do nakupljanja celobioze koja je in-
hibitor celobiohidrolaza.?**43> Zbog male B-glukozidazne
aktivnosti enzimskog preparata iz plijesni T. reesei (Cellu-
last 1.5 L) dolazi do nakupljanja celobioze u hidrolizatu i
manjeg iskoristenja enzimske hidrolize. Dodatkom B-glu-
kozidaze u omjeru B-glukozidazne aktivnosti (IU) prema
celulolitickoj aktivnosti (FPU) enzimskog ve¢im od 2:1 U
FPU~" povecava se iskoristenje enzimske hidrolize.>* Zbog
toga je u prvu enzimsku smjesu dodana B-glukozidaza,
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dok je u drugu dodan Viscozyme L. Preparat Viscozyme L
sadrzi izvanstani¢ne enzime iz plijesni Aspergillus sp. i osim
B-glukozidazne aktivnosti ima i celuloliticku, arabinaznu,
hemicelulaznu i ksilanaznu aktivnost.*¢ Ahn i sur. (2012)
utvrdili su da se dodatkom enzimskog preparata Viscozy-
me L povecava brzina hidrolize lignocelulozne sirovine uz
znatno smanjenje viskoznosti smjese.?”

Iskoristenja enzimske hidrolize glukana do glukoze i ksila-
na do ksiloze nakon 2., 4.i 6. dana predhidrolize prikaza-
na su u tablici 2. Dobiveni rezultati pokazali su da sastav
enzimske smjese nije bitno utjecao na iskoristenje hidro-
lize. Unato¢ dodatku B-glukozidaze nije postignuto vece
iskoristenje u odnosu na dodatak Viscozyme L. Naime,
dodatak B-glukozidaze najvjerojatnije je povecao brzinu
enzimske hidrolize celobioze tijekom prvih sati hidrolize.
Uslijed povecane p-glukozidazne aktivnosti dolazi do ubr-
zanog nakupljanja glukoze koja inhibira B-glukozidazu te
porasta koncentracije celobioze. Porastom koncentracije
celobioze dolazi do inhibicije celobiohidrolaza (egzoglu-
kanaza) i postupnog usporavanja brzine hidrolize 3343
Vece iskoristenje hidrolize ksilana u odnosu na hidrolizu
glukana posljedica su malog udjela ksilana u predobrade-
noj sirovini. Iskoristenje enzimske hidrolize ksilana nakon
4.1 6. dana predhidrolize iznosio je vise od 80 % za obje
enzimske smjese.

Smanjenje inhibicijskog ucinka produkata enzimske reak-
cije na brzinu hidrolize supstrata moze se posti¢i proved-
bom procesa istodobne hidrolize i fermentacije (SSF).™'¢
U tom procesu kombinira se enzimska hidroliza lignocelu-
lozne sirovine uz istodobnu fermentaciju glukoze u etanol
uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae. Na slici 2 prikazane su kon-
centracije glukoze, celobioze, ksiloze, glicerola i etanola
tijekom fermentacije hidrolizata kukuruznog oklaska. Tije-
kom prva tri dana uzgoja kvasac S. cerevisiae brzo previre
glukozu u etanol. Najvece brzine previranja postignute su
u reakcijskim smjesama B_f i B_V (dva dana predhidroli-
ze; slika 2B). Brzina sinteze etanola u smjesi uz dodatak
B-glukozidaze iznosila je 0,47 gdm™h~', a uz dodatak
Viscozyme L 0,49 gdm=h~" (tablica 3). Nesto manje brzi-
ne sinteze etanola izmjerene su tijekom fermentacija C_§

Tablica 2 — Iskoristenje enzimske hidrolize glukana (ng,¢) i ksilana (ng,) nakon predhidrolize predobrade-
nog kukuruznog oklaska s dvije enzimske smjese

Table 2 - Efficiency of enzymatic hydrolysis of glucan (ng,c) and xylan () after prehydrolysis of pre-
treated corn cobs with two enzymatic mixtures
Enznmsk| prepara't/ B_p¢ B Vi C_pe CV D pe D W
nzyme preparation - - - - - -

predhidroliza

brehydrolysis,/h 48 48 96 96 144 144
glukoza/glucose /gdm™3 47,35 49,67 55,94 55,94 63,37 61,50
Nena/ % 50,23 52,69 59,34 59,34 67,22 65,24
ksiloza/xylose /gdm~3 6,26 4,94 7,42 6,40 6,48 7,58
e/ % 79,53 62,84 94,31 81,30 82,44 96,37

¢Celluclast 1.5L + B-glukozidaza, predhidroliza 48 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis for 48 h; 4 Celluc-
last 1.5L + Viscozyme L, predhidroliza 48 h / Celluclast 1.5L + Viscozyme L, prehydrolysis for 48 h; ¢ Celluclast 1.5L +
B-glukozidaza, predhidroliza 96 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis for 96 h; fCelluclast 1.5L + Viscozyme
L, predhidroliza 96 h / Celluclast 1.5L + Viscozyme L, prehydrolysis for 96 h; ¢ Celluclast 1.5L + B-glukozidaza, predhi-
droliza 144 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis for 144 h; " Celluclast 1.5L +Viscozyme L, predhidroliza
144 h / Celluclast 1.5L +Viscozyme L, prehydrolysis for 144 h;
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Slika 2 — Ucinak enzimske predhidrolize na profile koncentracija glukoze (0), celobioze(#), ksiloze (A), glicerola (x) i etanola (e) tije-
kom fermentacije hidrolizata predobradenog kukuruznog oklaska uz primjenu enzimske smjese Celluclast 1.5L + B-gluko-
zidazu (isprekidana crta) i Celluclast 1.5L + Viscozyme L (puna crta). Trajanje predhidrolize: 0 h (2A), 48 h (2B), 96 h (2C),
te 144 h (2D).

Fig. 2 — Effect of enzymatic prehydrolysis on profiles of glucose (0), cellobiose (), xylose (A), glycerol (x) and ethanol (e) during fer-
mentation of corn cob hydrolysate using enzymatic mixtures Celluclast 1.5L + B-glucosidase (dashed line) and Celluclast 1.5L
+ Viscozyme L (solid line). Prehydrolysis time: O h (2A), 48 h (2B), 96 h (2C) and 144 h (2D).
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Tablica 3 — Pokazatelji u¢inkovitosti procesa proizvodnje bioetanola iz kukuruznog oklaska

Table 3 — Process efficiency parameters for production of bioethanol from corn cobs
Bzl oy AB | AV | B BV C pe CVi | Dp D\
Enzyme preparation - - - - - - - -
predhidroliza/ 0 0 48 48 96 96 144 144
prehydrolysis/h
Yors/ 88 ukana 0,28 0,41 0,47 0,46 0,39 0,39 0,38 0,40
Yonwo 0,08 0,12 0,14 0,14 0,12 0,12 0,11 0,12
/88 DW_NKO
n/% 49,83 73,00 82,29 80,34 68,83 68,89 66,24 70,31
0/ % 38,24 56,02 63,15 61,65 52,82 52,87 50,83 53,95
Pri/gdm=h" 0,23 0,36 0,38 0,40 0,35 0,35 0,33 0,34
Pri/gdm=3h~" 0,23 0,36 0,25 0,26 0,17 0,18 0,14 0,15

2 Celluclast 1.5L + B-glukozidaza, bez predhidrolize / Celluclast 1.5L + B-glucosidase, no prehydrolysis step; ® Celluclast 1.5L + Vis-
cozyme L, bez predhidrolize / Celluclast 1.5L + Viscozyme L, no prehydrolysis step; ©Celluclast 1.5L + B-glukozidaza, predhidroliza
48 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis for 48 h; 4 Celluclast 1.5L + Viscozyme L, predhidroliza 48 h / Celluclast 1.5L +
Viscozyme L, prehydrolysis for 48 h;¢ Celluclast 1.5L + B-glukozidaza, predhidroliza 96 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis
for 96 h; ‘Celluclast 1.5L + Viscozyme L, predhidroliza 96 h / Celluclast 1.5L +Viscozyme L, prehydrolysis for 96 h; 8 Celluclast 1.5L +
B-glukozidaza, predhidroliza 144 h/ Celluclast 1.5L + B-glucosidase, prehydrolysis for 144 h; "Celluclast 1.5L + Viscozyme L, predhi-
droliza 144 h / Celluclast 1.5L + Viscozyme L, prehydrolysis for 144 h; ‘produktivnost bioprocesa izracunata je 4. dana fermentacije/

bioprocess productivity calculated on 4" day of fermentation

i C_V (Cetiri dana predhidrolize; slika 2C), te D i D_V
(Sest dana predhidrolize; slika 2D) kod kojih je pocetna
koncentracija monosaharida bila nesto veca. Smanjenje
brzine sinteze etanola najvjerojatnije je posljedica poveca-
nog osmotskog tlaka u podlogama koji negativno utjece na
vijabilnost, brzinu rasta te fermentacijska svojstva kvasca.?®

Znatno manje brzine sinteze etanola uocene su u podloga-
ma u kojima nije provedena predhidroliza (A_B i A_V; sli-
ka 2A). Brzina sinteze etanola u fermentaciji A_f iznosila je
0,28 gdm=h™", dok je u fermentaciji A_V bila znatno veca
i iznosila je 0,41 gdm=h~" (tablica 3). Na samom pocetku
uzgoja mijesanje u tim podlogama bilo je otezano zbog
povecane gustoce podloge. Celuloza u predobradenoj si-
rovini veze vodu iz podloge, $to ima posljedicu znatnog
smanjenja kolicine slobodne vode. Kolicina vezane vode
u celulozi ovisi o veli¢ini pora, a ne stupnju polimeriza-
cije vlakana i kristalicnosti celuloze. Smanjenjem sadrzaja
slobodne vode mijenjaju se reoloska svojstva podloge sto
utjeCe na sile smicanja tijekom mijesanja podloge.** Voda
je supstrat u enzimskoj reakciji hidrolize celuloze i nuzna je
za aktivnost enzima. Takoder je vazna za vitalnost i fiziolos-
ku aktivnost stanica kvasaca, ali i za prijenos mase u podlo-
zi (enzim, supstrat, te meduproizvodi i proizvodi stanicnog
metabolizma i enzimske reakcije). Ucinkovitost enzimske
hidrolize smanjuje se s povecanjem masenog udjela suhe
tvari u podlozi iznad 10 %. Pove¢anjem masenog udjela
supstrata u podlozi se povecava i prinos proizvoda, te se
smanjuju troskovi izdvajanja proizvoda, kapitalni troskovi i
troskovi proizvodnje.**#" U prvim satima uzgoja u podlozi
bez provedene predhidrolize (smjese A_B i A_V) rast kvas-
ca i sinteza etanola najvjerojatnije je bila ograni¢ena do-
stupnoscu limitirajuceg supstrata tj. glukoze. Nakon prvog
dana fermentacije vizualnim promatranjem zamijeceno je

smanjenje viskoznosti podloge i to samo u podrucju oko
mjesaca, dok je u vanjskom dijelu prema stijenki tikvice
formiran nepomican sloj sirovine. Drugog dana uzgoja ¢i-
tav volumen podloge bio je homogen uz znacajnije sma-
njenje viskoznosti. Naime, hidrolizom celuloze povecala
se koli¢ina slobodne vode u podlozi. Opazeno smanjenje
viskoznosti bilo je izrazenije u podlozi A V u odnosu na
podlogu A B, sto se moze pripisati razli¢itoj supstratnoj
specifi¢nosti upotrijebljenih enzimskih preparata, ali i ve-
¢oj aktivnosti enzima izoliranih A. niger (Viscozyme L) $to
doprinosi brzoj hidrolizi sirovine. 1z navedenih razloga
koncentracija etanola u fermentacijama A_V i A_B bila je
nesto niza u odnosu na ostale fermentacije s predhidroli-
zom. Takoder je koncentracija preostalog supstrata u tim
uvjetima bila nesto veca. Koncentracija ksiloze se tijekom
uzgoja nije znatnije mijenjala, jer kvasac S. cerevisiae ne
koristi ksilozu kao izvor ugljika za rast. Na pocetku fermen-
tacije u podlogama s dodanom B-glukozidazom (fermenta-
cijaB_B, C_piD_) koncentracija celobioze bila je znatno
niza nego u podlogama uz dodatak Viscozyme L (fermen-
tacija B_V, C_ViD_V). Tijekom uzgoja, djelovanjem p-glu-
kozidaze koncentracija celobioze postupno se smanjivala.
Najvedi prinos etanola od 0,47 i 0,46 gg™' glukana posti-
gnut je u fermentacijama B_f i B_V uz najkrace trajanje
predhidrolize (tablica 3). Prinos bioetanola izracunat na
izvornu sirovinu (neobradeni kukuruzni oklasak) ukljucuje
gubitke sirovine tijekom procesa predobrade, a iznosio je
0,14 gg™". Najveca produktivnost procesa proizvodnje eta-
nola (Pr) postignuta je takoder u fermentacijama B piB V
i iznosila je 0,381 0,40 gdm~*h~". Uzimajuci u obzir traja-
nje predhidrolize, najveca ukupna produktivnost procesa
(Pry) od 0,36 gdm™ h~" postignuta je u fermentaciji bez
predhidrolize uz dodatak enzimskog preparata Viscozyme
L (A_V). Suprotno ocekivanjima predhidroliza sirovine nije
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povecala ukupnu produktivnost procesa proizvodnje eta-
nola. Manja produktivnost procesa SSF uz predhidrolizu
sirovine u odnosu na konvencionalan proces SSF vjerojat-
no je posljedica djelovanja okolisnih uvjeta na celuloliticke
enzime, ali i na radni mikroorganizam. Povisena tempe-
ratura kojoj je enzim izlozen tijekom predhidrolize sma-
njuje celuloliticku aktivnost enzima, a time i dostupnost
izvora ugljika.” Osim toga, radni mikroorganizam u pod-
lozi izlozen je povecanom osmotskom tlaku zbog visoke
koncentracije Secera i mineralnih soli iz predobradene li-
gnocelulozne sirovine. Kao odgovor na osmotski stres sta-
nica kvasca sintetizira glicerol kako bi kompenzirala porast
tlaka u okolini stanice. Clicerol takoder ima vaznu ulogu u
prezivljavanju stanica u uvjetima nize vodene aktivnosti.*

Provodenjem stupnja predhidrolize povecao se koeficijent
konverzije procesa SSF. Najkrace trajanje predhidrolize od
dva dana pokazalo se najpogodnijim za ostvarivanje najve-
Ceg iskoristenja bioprocesa. Vrijednost koeficijenta konver-
zije supstrata u etanol iznosila je 0,47 gg™" glukana, Sto od-
govara iskoristenju od ¢ak 82,3 %. Vrijednosti pokazatelja
uspjesnosti u ovom radu nesto su vece od vrijednosti dobi-
venih u procesu SSF proizvodnje bioetanola iz kukuruzne
stabljike predobradene s natrijevom luzinom uz 16 sati
predhidrolize (Pr; = 0,33 gdm™—~h™"iY, = 0,321 gg™").*
Predhidroliza sirovine nije povecala ukupnu produktivnost
procesa proizvodnje bioetanola, $to je najvjerojatnije po-
sliedica predugog trajanja predhidrolize. Zbog toga bi u
nastavku istrazivanja bilo potrebno istraziti ucinak kraceg
vremena predhidrolize (<48 h) na ucinkovitost procesa
proizvodnje bioetanola postupkom SSF.

Zakljucci

U ovom radu istrazen je ucinak predhidrolize na ucinkovi-
tost procesa proizvodnje bioetanola postupkom SSF iz pre-
dobradenog kukuruznog oklaska s kvascem S. cerevisiae
uz dodatak B-glukozidaze i enzimskog preparata Viscozy-
me L. Da bi se poboljsala ucinkovitost enzimske hidroli-
ze, lignocelulozna sirovina je predobradena s natrijevom
luzinom, ¢ime je smanjen udjel lignina i ksilana, dok se
udjel glukana povecao. Predhidrolizom sirovine smanjena
je ukupna produktivnost procesa proizvodnje bioetanola,
dok su stupanj konverzije supstrata u bioetanol i iskoriste-
nje procesa povecani. U procesu SSF uz predhidrolizu siro-
vine u trajanju od 48 h postignut je najveci prinos etanola
od 0,47 gg™'. Maksimalna ukupna produktivnost procesa
od 0,36 gdm™h~" postignuta je u procesu SSF bez pred-
hidrolize sirovine. Uvodenjem predhidrolize lignocelu-
lozne sirovine znatno je smanjenja viskoznost podloge sto
bi moglo smanijiti utrosak energije za mijesanje podloge
uz pomo¢ pumpe ili mijesala neposredno prije SSF-a. Do-
datkom Viscozyme L viskoznost podloge brze se smanjila
nego uz dodatak B-glikozidaze. Upotrebom Viscozyme L i
B-glukozidaze postignute su sli¢ne vrijednosti pokazatelja
ucinkovitosti procesa SSF uz predhidrolizu sirovine.
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Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols
Ags — apsorbancija uzorka pri 205 nm
— sample absorbance at 205 nm
b — irina kivete, 1 cm

— cuvette width, T cm

D — faktor razrjedenja uzorka
— sample dilution factor
K; — korektivni faktor (za pentoze 0,88 i heksoze 0,9)

— correction factor (for pentoses 0.88 and hexoses 0.9)

m —masa uzorka, g

—sample weight, g

— masa strukturnog ugljikohidrata u predobradenom
kukuruznom oklasku, g

— weight of structural carbohydrate in pretreated corn

cobs, g

— masa glukana u predobradenom kukuruznom
oklasku, g
— weight of glucan in pretreated corn cobs, g

Mgyuanoko — Masa glukana u predobradenom kukuruznom
oklasku, g
— weight of glucan in pretreated corn cobs, g

Mineah — masa monosaharida (glukoza, ksiloza) u enzimskom
hidrolizatu, g
— weight of monosaccharide (glucan, xylan) in
enzymatic hydrolysate, g

Mcpo

ngukan

Mo — masa neobradenog kukuruznog oklaska, g
— weight of untreated corn cobs, g
mp — masa dobivenog etanola, g
— weight of produced ethanol, g
Pr — produktivnost bioprocesa, gdm=3h™"
— bioprocess productivity, gdm=h"
Pry — ukupna produktivnost bioprocesa, gdm=—=h""
— total bioprocess productivity, gdm=3h~"
t — trajanje fermentacije, h
— fermentation time, h
% —volumen, |
—volume, |
w(ASL) - udjel lignina topljivog u kiselini, %
— content of acid soluble lignin, %
Weho - udjel ugljikohidrata, %
— carbohydrate content, %
Yrnko — ukupni stupanj konverzije neobradenog kukuruznog

oklaska u etanol, g g™
— total conversion rate of ethanol based on untreated
corn cobs, gg™’
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Yers

YP/ Steoret

Ymsah

Tp

MeHG

Menk

r

— stupanj konverzije susptrata u proizvod izracunat
na koli¢inu glukana u predobradenom kukuruznom
oklasku, gg™'

— ethanol conversion rate calculated based on glucan
in pretreated corn cobs, gg™’

— teoretski stupanj konverzije glukana u etanol,
0,567 gg™'

— theoretical conversion rate of ethanol from glucan,
0,567 gg™'

— apsorpcijski koeficijent, 110 dm?g~"cm™'

— absorption coefficient, 1710 dm*g~'cm™

— koncentracija monosaharida, gdm~?

— concentration of monosaccharide, gdm™

— iskoristenje bioprocesa, %

— bioprocess recovery, %

— iskoristenje glukana procesu predobrade, %,

— recovery of glucan in pretreatment process, %

— iskoristenje enzimske hidrolize glukana, %

— efficiency of enzymatic hydrolysis of glucan, %

— iskoristenje enzimske hidrolize ksilana, %

— efficiency of enzymatic hydrolysis of xylan, %

— ukupno iskoristenje bioprocesa, %

— total bioprocess recovery, %
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SUMMARY

Production of Bioethanol from Corn Cobs
Mirela Ivanci¢ Santek,” Ines Zvonar, Suncica Beluhan, and BoZidar Santek

Bioethanol was produced from cellulase-hydrolysed pretreated corn cobs by simultaneous saccha-
rification and fermentation (SSF) with yeast Saccharomyces cerevisiae. The effect of the duration
of the corn cob prehydrolysis step on ethanol yield by SSF process was studied and compared to
the conventional SSF process. Two mixtures of commercially available enzyme preparations were
used for biomass hydrolysis; the first contained Celluclast 1.5L (Sigma) and R-glucosidase (Carl
Roth), and the second mixture contained Celluclast 1.5L (Sigma) and Viscozyme L (Sigma). Two
days of prehydrolysis had a positive effect on ethanol yield, while the yield decreased with longer
prehydrolysis. The highest ethanol concentration of 41.24 gdm~ was obtained by SSF process
with two days of prehydrolysis, which corresponded to 63.15 % of the theoretical yield based on
untreated corn cobs. However, the highest total productivity of 0.36 gdm™ h~' was observed in
conventional SSF process using enzyme mixture containing Celluclast 1.5L (Sigma) and Viscozyme
L (Sigma). Concentration of ethanol was 36.6 gdm= which corresponded to 56.02 % of the the-
oretical yield based on untreated corn cobs.
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