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Proizvodnja bioetanola
Uvod

Značajan porast potrošnje neobnovljivih izvora energije 
(nafta, ugljen i prirodni plin) zbog ubrzanog razvoja svjet-
skog gospodarstva uzrokuje brže iscrpljivanje njihovih 
zaliha i povećanje emisije stakleničkih plinova. Nestabil-
na cijena goriva i petrokemijskih sirovina, te potreba za 
sigurnijom dobavom energije pridonijeli su povećanju pro-
izvodnje alternativnih goriva, tzv. biogoriva. Biogoriva se 
dobivaju preradom obnovljivih izvora energije, biomase. 
Biomasa je organska tvar biljnog ili životinjskog podrijetla 
(npr. poljoprivredni ostaci, drvo, komunalni otpad, aktivni 
mulj i slično). Biomasa se upotrebljava u kućanstvima za 
grijanje i kuhanje, proizvodnju električne energije i topli-
ne, te sve više u proizvodnji biogoriva: etanola, metanola, 
biodizela, Fischer-Tropschova dizela, vodika i metana.1,2 
Svjetska proizvodnja biogoriva se od 1980. do 2013. go-
dine povećala s 4,4 na 88,6 milijardi litara.3 Prema nekim 
predviđanjima godišnja proizvodnja bioetanola na svjet-
skoj razini do 2020. godine mogla bi premašiti 125 milijar-
di litara.4 Tekuća biogoriva dijele se prema vrsti sirovine iz 
koje se proizvode. U biogoriva prve generacije ubrajaju se 
goriva proizvedena iz škrobnih i šećernih sirovina, biljnih 
ulja i masti životinjskog podrijetla. Najpoznatije gorivo prve 
generacije, bioetanol, najčešće se proizvodi iz šećerne tr-
ske ili repe i kukuruza. Biodizel prve generacije proizvodi 

se transesterifikacijom biljnih ulja, uljane repice, otpadnih 
ulja i masti životinjskog podrijetla. Međutim, sirovine za 
proizvodnju goriva prve generacije rabe se i u proizvod-
nji hrane i krmiva, što značajno utječe na cijenu, a time 
i na porast troškova proizvodnje. Druga generacija goriva 
proizvodi se iz lignocelulozne biomase kao što su poljopri-
vredni ostaci (npr. pšenična ili ječmena slama, kukuruzni 
oklasak), ostaci drvno-prerađivačke industrije i slično. U 
odnosu na sirovine za proizvodnju goriva prve generacije, 
lignocelulozne sirovine su znatno jeftinije, te se ne rabe u 
prehrani ljudi i stoke. U biogoriva druge generacije spadaju 
etanol, butanol, biodizel, Fisher-Tropschov dizel poboljša-
nih svojstava, dimetil-eter i slično. Biogoriva treće genera-
cije dobivaju se iz mikroorganizama i mikroalgi.1

Bioetanol

Bioetanol se proizvodi fermentacijom sirovine, a primje-
njuje se kao pogonsko gorivo u smjesi s benzinom ili čist 
(slika 1). U smjesama s benzinom upotrebljava se bezvod-
ni etanol minimalne čistoće od 99,5 – 99,8 % (φ). Udjel 
etanola u smjesi s benzinom iznosi od 5 do 85 % (naziv 
goriva E5-E85). Smjesa 85 % etanola i 15 % benzina (E85) 
upotrebljava se samo u SAD-u i nekoliko europskih drža-
va, najviše u Švedskoj. U Brazilu se kao pogonsko gorivo 
upotrebljava etanol koji sadrži oko 5  % vode (E100). U 
Hrvatskoj etanol se dodaje u gorivo kao oksigenatni aditiv, 
a maksimalni dopušteni obujamski udjel iznosi 5 %.6 Smje-
se s manjim udjelom etanola mogu se primijeniti u većini 
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Sažetak
Povećanje emisije stakleničkih plinova, energetska ovisnost i nestabilnost isporuke energenata posljedica su 
ubrzane potrošnje fosilnih goriva zbog ubrzanog rasta svjetske populacije i industrijalizacije. Bioetanol je postao 
atraktivno zamjensko biogorivo jer se proizvodi iz obnovljivih sirovina i ekološki je prihvatljiv. Upotrebljava se 
kao pogonsko gorivo i to kao hidrirani (96 %) ili bezvodni (u mješavinama s benzinom). Bioetanol se proizvodi 
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suvremenih automobila pogonjenih benzinom, dok smjese 
s više od 20 % (φ) etanola zahtijevaju preinake na motoru. 
Na tržištu se također nalaze i tzv. flexy-fuel automobili koji 
se koriste gorivom s većim obujamskim udjelom etanola 
(npr. E85). Osim u smjesama s benzinom, bioetanol se 
upotrebljava i u proizvodnji tert-butil-metil-etera, koji se 
dodaje benzinu do 15 % (φ).
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Slika 1 – Sastav mješavina etanola i benzina5

Fig. 1 – Composition of blended gasoline5

Fizikalno-kemijske karakteristike etanola i benzina značaj-
no su različite (tablica 1). U odnosu na benzin, etanol ima 
veću oktansku vrijednost i mnogo je korozivniji. Molekula 
etanola sadrži kisik, što omogućava potpunije sagorijeva-
nje ugljikovodika, smanjenje emisije stakleničkih plinova, 
ugljikova monoksida i dušikovih oksida (NOx) te toksičnih 
aromatskih spojeva. Dodatak etanola benzinu utječe na 
oktanski broj, sadržaj kisika, hlapljivost i topljivost u vodi. 
Dodatkom 10 % (φ) etanola benzinu povećava se oktanski 
broj goriva za 3 – 4. Temperatura paljenja i latentna to-
plina isparavanja etanola znatno su veće nego za benzin, 
zbog čega alkoholna goriva slabije isparavaju, što uzrokuje 
probleme pri pokretanju vozila pri niskim temperaturama. 
Dodatak etanola benzinu utječe na odvajanje vode u gori-

vu.7 Etanol se sve češće dodaje i kao oksigenantni aditiv za 
poboljšanje oktanskog broja benzinskim gorivima umjesto 
toksičnog tert-butil-metil-etera.8

Tablica 1 – Usporedba svojstava etanola i benzina7

Table 1 – Comparison between characteristics of ethanol and 
gasoline7

Svojstva
Characteristics

Etanol
Ethanol

Benzin
Gasoline

kemijski sastav
chemical composition C2H5OH

ugljikovodici
hydrocarbons

C4 – C12

molarna masa ⁄ g mol−1

molecular weight ⁄ g mol−1 46,07 100 – 105

oktanski broj
octane number 108 88 – 100

gustoća ⁄ kg dm−3

density ⁄ kg dm−3 0,79 0,69 – 0,79

donja ogrijevna vrijednost ⁄ 
103 kJ dm−3

lower heating value ⁄ 103 kJ dm−3
21,1 30 – 33

vrelište ⁄ °C
boiling point ⁄ °C 78 27 – 225

plamište ⁄ °C
flash point ⁄ °C 13 −43

latentna toplina isparavanja ⁄ kJ kg−1

latent heat of vaporization ⁄ kJ kg−1 854 289

topljivost u vodi
water solubility

topljiv
soluble

netopljiv
insoluble

Oko 90 % etanola proizvodi se u Sjedinjenim Američkim 
Državama i Brazilu (tablica 2). Prema predviđanjima Or-
ganizacije za ekonomsku suradnju i razvoj (eng. Organ-
isation for Economic Cooperation and Development) do 
2022. godine proizvodnja etanola povećat će se za 70 % 
u odnosu na njezinu prosječnu vrijednost 2010. – 2012. 
godine i iznosit će oko 168 milijardi litara.10 Iako je proi-

Tablica 2 – Svjetska proizvodnja bioetanola u milijunima litara9

Table 2 – World ethanol fuel production in million liters9

Svjetska proizvodnja bioetanola u milijunima litara
World Ethanol Fuel Production in million litres

Year 2006. 2007. 2008. 2009. 2010. 2011. 2012.
Europa 
Europe 1 627 1 882 2 855 3 645 4 254 4 429 4 973

Afrika 
Africa 0 55 65 100 130 150 235

Sjeverna i srednja 
Amerika
North and Central 
America

18 716 25 271 35 946 42 141 51 584 54 765 54 580

Južna Amerika
South America 16 969 20 275 24 456 24 275 25 964 21 637 21 335

Azija /Pacifik
Asia/Pacific 1 940 2 142 2 753 2 927 3 114 3 520 3 965

Svijet
World 39 252 49 625 66 075 73 088 85 047 84 501 85 885
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zvodnja etanola rasla tijekom zadnjih desetak godina, zbog 
sve češćih vremenskih nepogoda dolazi do njezinog uspo-
ravanja. Tako je izvoz etanola iz Brazila posljednjih godina 
značajno smanjen. Proizvodnja etanola u Europskoj uniji 
2011. godine iznosila je 4,4 milijarde litara, što predstav-
lja približno 5 % svjetske proizvodnje. Kina proizvodi oko 
2 milijarde litara.9,11 Najveći izvoznik bioetanola do 2011. 
godine bio je Brazil, nakon čega su Sjedinjene Američke 
Države preuzele vodeću ulogu. Proizvodnja bioetanola 
značajno je utjecala na cijenu žitarica posebice u SAD-u, 
gdje je oko 40 % uroda kukuruza 2011. godine utrošeno 
za proizvodnju etanola.12 U Europskoj uniji 2008. godine 
samo je 2,6 % uroda žitarica (najviše pšenice) utrošeno na 
proizvodnju etanola, što nije utjecalo na cijenu žitarica.10,13 
Unatoč optimističnim najavama, u Hrvatskoj još nije po-
krenuta industrijska proizvodnja bioetanola.

Sirovine za proizvodnju bioetanola

Sirovine za proizvodnju etanola prema kemijskom sastavu 
podijeljene su u tri osnovne skupine: (1) šećerne sirovine 
(šećerna trska i repa, sirak, sirutka, melasa itd.), (2) škrob-
ne sirovine (kukuruz, pšenica, ječam, riža, krumpir, korijen 
kasave itd.) i (3) lignocelulozne sirovine (drvo, ostaci prera-
de drva, komunalni otpad, poljoprivredni ostaci itd.). Po-
stupak proizvodnje etanola ovisi o vrsti sirovine. Prvi korak 
u proizvodnji etanola iz škrobnih i lignoceluloznih sirovina 
je hidroliza kompleksnih ugljikohidrata na jednostavne še-
ćere. U idućem koraku jednostavni šećeri fermentiraju u 
etanol uz pomoć radnog mikroorganizma, najčešće kvasca 
Saccharomyces cerevisiae. Sirovine koje pretežno sadrža-
vaju jednostavne šećere nakon mehaničkog usitnjavanja 
izravno fermentiraju u etanol. Tekuće sirovine poput sirut-
ke, sok šećerne repe ili melasa upotrebljavaju se za fer-
mentaciju bez prethodne obrade. Nakon završene fermen-
tacije nastali proizvod izdvaja se iz podloge i pročišćava, 
najčešće destilacijom-rektifikacijom i dehidracijom.14,15

Proizvodnja bioetanola s kvascem  
Saccharomyces cerevisiae

Kvasac S. cerevisiae najčešće se primjenjuje u komercijalnoj 
proizvodnji zbog visokog prinosa etanola (≈ 0,45 – 0,50 
grama etanola po gramu glukoze), visoke produktivnosti 
(2 – 5 g l−1 h−1), sposobnosti rasta pri visokim koncentraci-
jama šećera i etanola. Nadalje, kvasac S. cerevisiae ima sta-
tus GRAS (eng. Generally Recognized as Safe) što značajno 
pojednostavljuje proces proizvodnje. Kvasac može rasti na 
glukozi, fruktozi, saharozi i maltozi, ali ne i na pentozama 
(šećeri s pet ugljikovih atoma kao npr. ksiloza). Osnovni 
put razgradnje glukoze u stanicama kvasca S. cerevisiae od-
vija se glikolizom (tzv. Embeden-Meyerhof-Parnasov put). 
Pritom iz jedne molekule glukoze nastaju dvije molekule 
piruvata.15 Piruvat se u anaerobnim uvjetima dekarboksi-
lira djelovanjem enzima piruvat-dekarboksilaze, pri čemu 
nastaje acetaldehid. Acetaldehid se reducira u etanol dje-
lovanjem alkohol-dehidrogenaze uz oksidaciju koenzima 
nikotinamid-adenin-dinukleotida (NADH) u NAD+. Raz-
gradnjom glukoze u glikolitičkom putu nastaju dvije mole-
kule adenozin-trifosfata (ATP), koji je važan nositelj kemij-
ske energije u živim organizmima. Kontinuirano trošenje 

ATP-a za rast i održavanje stanice omogućava nesmetano 
odvijanje glikolitičkog puta.16 Teorijski prinos etanola po 
gramu glukoze iznosi 0,51 g, pri čemu nastaje i 0,49 g CO2.

Osim etanola i CO2 tijekom alkoholne fermentacije nastaju 
različiti nusprodukti metabolizma kao što su glicerol, or-
ganske kiseline i viši alkoholi. Glavni nusproizvod fermen-
tacije je glicerol za čiju sintezu se utroši do 4 % šećera u 
podlozi. Glicerol ima važnu fiziološku ulogu u regulaciji 
osmotskog tlaka u stanici kvasca.17 Koncentracija ostalih 
nusproizvoda metabolizma znatno je manja. 

Iako je alkoholna fermentacija prirodno zaštićen proces, 
kontaminacija stranim mikroorganizmima, najčešće bak-
terijama mliječne kiseline, divljim kvascima i bakterijama 
octene kiseline značajno smanjuju prinos etanola, te inhi-
bira rast kvasca.19 Zbog utroška energije i trajanja procesa 
sterilizacije podloge koja prethodi fermentaciji, proizvod-
nja etanola u velikom mjerilu često se provodi u neste-
rilnim uvjetima. Rast kontaminanata suzbija se dodatkom 
antibiotika ili kemijskih tvari za dezinfekciju (kiseline, vo-
dikov peroksid, sulfit, karbamid peroksid, amonijak itd.). 
U proizvodnji bioetanola najučinkovitijima su se pokazali 
antibiotici: penicilin (inhibicija sinteze stanične stijenke) i 
virginiamicin (inhibira sintezu proteina).19,20 

Tijekom fermentacije, stanica kvasca izložena je nizu nega-
tivnih utjecaja: nedostatku pojedinih nutrijenata u podlo-
zi, visokom osmotskom tlaku (visoka koncentracija šećera), 
niskom pH (<3,5), visokoj temperaturi te povećanoj kon-
centraciji inhibitora rasta, etanola i proizvoda metabolizma 
mikroorganizma kontaminanata (npr. mliječna i octena ki-
selina). Obujamski udjel etanola na kraju uzgoja najčešće 
iznosi 8  – 12 % (φ). Visoka koncentracija etanola utječe 
na sastav stanične membrane, smanjuje metaboličku ak-
tivnost stanice, inhibira transport glukoze i rast stanice, te 
inhibira nastajanje produkta.21 Negativan učinak etanola 
dodatno pojačavaju visoka temperatura i nizak pH. Zbog 
sinergističkog učinka nekih od navedenih čimbenika stre-
sa, negativan učinak na stanicu je daleko veći, što ima za 
posljedicu smanjenje preživljavanja stanica, smanjenu me-
taboličku aktivnost i sniženi prinos etanola.22 Iako kvasac S. 
cerevisiae može rasti u anaerobnim uvjetima, male količine 
kisika potrebne su za sintezu masnih kiselina i sterola. Po-
trebna količina kisika za rast može se osigurati dodatkom 
tvari poput karbamid peroksida kojim se stanica koristi kao 
izvorom dušika za rast, a ujedno ima i antiseptičko djelo-
vanje (laktobacili). Dovoljna količina kisika može se osigu-
rati i aeracijom podloge na početku fermentacije kao i kod 
proizvodnje piva.23,24

U proizvodnji etanola istražena je mogućnost primjene 
niza drugih mikroorganizama kao što su Zymomonas mo-
bilis, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Thermoanaeroba-
cter ethanolicus, Pichia stipitis, Candida shehatae, Mucor 
indicus itd.23 Međutim još uvijek nije pronađena zadovo-
ljavajuća alternativa kvascu S. cerevisiae.

Proizvodnja bioetanola iz šećernih sirovina

Šećerna trska i repa najčešće su upotrebljavane sirovine u 
proizvodnji bioetanola koje sadrže jednostavne šećere.26 
Šećerna trska je tropska i suptropska biljka, a upotrebljava 
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se u proizvodnji etanola u Brazilu, Indiji i Kolumbiji. Vode-
nom ekstrakcijom šećera iz prethodno usitnjene šećerne 
trske dobiva se rijetki sok koji se upotrebljava u proizvodnji 
etanola. Također se upotrebljavaju i nusproizvodi u pro-
izvodnji šećera, rijetki sok s w = 15 % i melasa. Melasa 
šećerne trske sadrži 45 – 60 % saharoze i 5 – 20 % gluko-
ze i fruktoze. U Europi je sve više zastupljena proizvodnja 
etanola iz šećerne repe. Osim rijetkog soka šećerne repe 
(wšećer = 14 – 18 %) u proizvodnji se upotrebljava i mela-
sa. Melasa šećerne repe sadrži malo reducirajućih šećera 
(w = 0,5 – 4 %) i 46 – 52 % (w) saharoze. Sirovi rezanci 
šećerne repe također se mogu upotrebljavati za alkoholnu 
fermentaciju.27 Sok šećerne trske i melasa sadrže većinu 
potrebnih nutrijenata i minerala potrebnih za rast kvasca.28 

Tablica 3 – Karakteristike proizvodnje etanola iz melase šećerne 
trske s kvascem S. cerevisiae29

Table 3 – Characteristics of ethanol production from sugarcane 
mollases using yeast S. cerevisiae29

Postupak 
proizvodnje
Production 
process

Koncentracija 
etanola ⁄ g l−1

Ethanol 
concentration 

⁄ g l−1

Produktivnost 
⁄ g l−1 h−1

Productivity ⁄ 
g l−1 h−1

Učinkovitost 
⁄ %

Efficiency ⁄ %

šaržni
batch 80 – 100 1 – 3 85 – 90

šaržni s pritokom
fed-batch 53,7 – 98,1 9 – 31 73,2 – 89,0

polukontinuirani
repeated batch 89,3 – 92,0 2,7 – 5,25 79,5 – 81,7

kontinuirani 
continuous 70 – 80 7 – 8 –

U proizvodnji etanola iz jednostavnih šećera najčešće se 
upotrebljava kvasac S. cerevisiae. Po završetku fermentaci-
je, biomasa kvasca se izdvaja centrifugiranjem, dezinficira 
dodatkom sumporne kiseline (pH = 2,0 – 2,5), te se po-
novno upotrebljava u idućoj fermentaciji (Melle-Boinotov 
proces). Sadržaj šećera na početku šaržnog procesa najče-
šće iznosi od 14 – 22 % (w). Višekratnom upotrebom kva-
ščeve biomase smanjuje se trošak za uzgoj inokuluma, te 
se povećava produktivnost procesa (tablica 3).28,30,31,32 Na-
kon višekratne uporabe, zbog izloženosti nizu negativnih 
čimbenika, kvaščevim stanicama smanjuju se aktivnost i 
potrebne fermentacijske karakteristike, te se smanjuje broj 
živih stanica u populaciji kvasca. 

U Brazilu se najčešće primjenjuje Melle-Boinotov šaržni 
postupak s pritokom supstrata (70 – 80 %). Kapacitet pogo-
na iznosi 400 – 2000 m3 etanola na dan. Zbog niske kon-
centracije šećera koja se održava tijekom šaržnog uzgoja, 
s pritokom supstrata rast stanica kvasca nije inhibiran sup-
stratom. Povećanjem koncentracije inokuluma (10 – 14 % 
vlažne biomase kvasca po obujmu podloge) smanjuje se 
trajanje fermentacije na 6 – 10 h, pri čemu nastaje i do 
11 % (φ) etanola što odgovara 91 % teorijskog prinosa eta-
nola.33

Karakteristike kontinuiranog Melle-Boinotovog procesa je 
visoka produktivnost (oko 7,9 g l−1 h−1), visoka prilagodlji-
vost i stabilnost procesa, mala potreba za dodatnim tvari-
ma rasta, te niža cijena proizvodnje etanola u usporedbi sa 
šaržnim procesom. Kontinuirana proizvodnja provodi se u 
više bioreaktora u nizu, najčešće 4 – 5 bioreaktora različi-
tih obujama. Prvi bioreaktor prihranjuje se sa supstratom 
pomiješanim s ugušćenom kvaščevom biomasom izdvoje-
nom iz posljednjeg bioreaktora u nizu. Unatoč prednosti-
ma kontinuirani način proizvodnje u velikom mjerilu rijet-
ko je zastupljen u komercijalnoj proizvodnji etanola.32

Troškovi izdvajanja kvaščeve biomase mogu se značajno 
smanjiti imobilizacijom stanica kvasca. Naime, centrifugal-
ni separatori za izdvajanje kvaščeve biomase mogu se zami-
jeniti sa znatno jeftinijim taložnicima. Imobilizacija stanica 
kvasca u gel kalcijeva alginata pokazala se neuspješnom u 
velikom mjerilu. Poznato je da je nastajanje etanola veza-
no uz rast stanice. Međutim, rast stanica unutar gela ogra-
ničen je raspoloživim prostorom, zbog čega stanice presta-
ju rasti. Brzina sinteze etanola u stanicama koje ne rastu 
manja je preko 30 puta u odnosu na stanice koje rastu. Ra-
zlog sporog rasta stanica nakupljanje je ATP-a koji inhibira 
fosfofruktokinazu, jedan od ključnih regulacijskih enzima 
glikolitičkog puta. Znatno učinkovitijom pokazala se imo-
bilizacija stanica adsorpcijom. Naime, stanice neometano 
rastu na površini nosača stvarajući biofilm. Stanice koje ra-
stu u obliku biofilma otpornije su na visoke koncentracije 
etanola u podlozi, što je posebno važno kod fermentacija 
s visokom ili vrlo visokom koncentracijom šećera. Slično je 
uočeno i kod “prirodne” imobilizacije kvasca, flokulacije. 
Flokulacija stanica je reverzibilan proces tijekom kojeg se 
stanice flokulentnog soja kvasca “lijepe” jedna za drugu 
stvarajući flokulu. U jednoj flokuli može biti i do nekoliko 
tisuća stanica.16 Flokulacija kvasaca detaljno je istražena u 
proizvodnji piva za koju je konstruiran niz različitih tipo-
va bioreaktora koji bi se mogli primijeniti i u proizvodnji 
bioetanola.34 Nakon šaržnog procesa, flokule kvasca talo-
že se na dnu bioreaktora, a prevrela komina se dekantira. 
Biomasi kvasca u bioreaktoru dodaje se svježa podloga, 
te započinje iduća fermentacija. Primjenom imobilizira-
nih stanica u kontinuiranom procesu proizvodnje etanola 
postiže se velika koncentracija stanica u bioreaktoru te se 
omogućava vođenje procesa pri većim brzinama razrjeđe-
nja uz postizanje velike produktivnosti bioprocesa.34,35,36 
Istražena je mogućnost proizvodnje etanola s flokuletnim 
sojevima kvasca u bioreaktorima različitih konstrukcijskih 
karakteristika: barbotirajuća kolona,37,38,39,40 kolona s nepo-
kretnim slojem flokula kvasca i odbijačem u gornjem dijelu 
kolone za odvajanje CO2,41,42 dva bioreaktora s miješalom 
i taložnjakom43 ili bez taložnjaka41 povezanih u seriju, bar-
botirajuća kolona s odbijačima za izdvajanje CO2

45 ili sa 
separacijskim tankom za CO2.46 Usprkos relativno velikoj 
produktivnosti bioprocesa, ovi bioreaktori još uvijek nisu 
primijenjeni u komercijalnoj proizvodnji etanola. 

Značajne uštede u procesu proizvodnje mogu se postići 
smanjenjem utroška energije za izdvajanje i pročišćavanje 
etanola ako se koncentracija etanola u prevreloj podlozi 
poveća. Fermentacijom podloge s veoma visokim sadrža-
jem šećera (iznad 250 g l−1) uz pomoć kvasca S. cerevisiae 
postižu se obujamski udjeli etanola iznad 15 % (φ).47,48
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Proizvodnja bioetanola iz škrobnih sirovina

U zemljama Sjeverne Amerike i Europe škrobne sirovi-
ne, kukuruz i pšenica, najčešće se upotrebljavaju u pro-
izvodnji bioetanola. Škrob se nalazi u endospermu zrna 
kemijski vezan za gluten u obliku škrobnih zrnca. Oko 
70 % suhe tvari zrna kukuruza čini škrob, dok ostatak ot-
pada na proteine, vlakna, mast i ulje.49 Škrob je polimer 
D-glukoze, te se sastoji od oko 30 % dugih ravnolančanih 
molekula amiloze spiralno uvijenih u obliku heliksa i pri-
bližno 70 % razgranatih molekula amilopektina. Molekula 
amiloze sadrži 25 do 1000 glukoznih jedinica povezanih 
α(1→4)-glikozidnom vezom u dugačke ravne lance. Mo-
lekula amilopektina građena je od oko 3000 glukoznih 
jedinica povezanih α-(1,4)-glikozidnom vezom, a na mje-
stu grananja glukozne jedinice su međusobno povezane 
α-(1,6)-glikozidnim vezama.50 

U proizvodnji etanola iz kukuruza najčešće se primjenju-
ju dva tipa procesa koji se razlikuju u načinu obrade zrna 
kojom se neposredno prije enzimske hidrolize oslobađa 
škrob. U prvom procesu suho zrno kukuruza melje se u 
grubo brašno ili kukuruznu krupicu (suho mljevenje). U 
drugom postupku (tzv. vlažno mljevenje) zrno kukuruza 
prvo se namače u razrijeđenoj otopini sumporne kiseli-
ne, usitnjava, a potom se izdvajaju pojedini sastojci zrna 
(škrob, klica, vlakna i proteini), od kojih se samo škrob 
upotrebljava u proizvodnji etanola. Zbog nižih kapitalnih 
troškova u proizvodnji etanola prevladava proces sa suhim 
mljevenjem zrna. Tijekom 2006. godine u SAD-u 82 % ku-
kuruza obrađeno je postupkom suhog mljevenja.51 Prinos 
etanola po kilogramu kukuruza primjenom suhog postup-
ka mljevenja iznosi 0,41 l, a u postupku vlažnog mljevenja 
nešto je manji i iznosi 0,37 l.52 

Neposredno prije fermentacije potrebno je hidrolizirati 
škrob na jednostavne šećere, glukozu i maltozu, koje kva-
sac S. cerevisiae može asimilirati. Škrob se može hidroli-
zirati dodatkom kiseline ili uz pomoć enzima, α-amilaze 
i glukoamilaze. U proizvodnji etanola najčešće se primje-
njuje enzimska hidroliza škroba zbog specifičnosti enzima, 
blagih uvjeta hidrolize, bez nastajanja toksičnih nusproi-
zvoda za kvasac. Enzim α-amilaza (EC  3.2.1.1) je endo-
hidrolaza koja cijepa unutarnju α-D-1,4-glikozidnu vezu. 
Glukoamilaza (EC 3.2.1.3) hidrolizira krajnju α-D-(1,4)-gli-
kozidnu vezu s nereducirajućeg kraja lanca i α-D-(1,6)- 
-vezu na mjestu grananja, pa može potpuno razgraditi 
amilopektin do glukoze. Za proizvodnju α-amilaze upotre-
bljavaju se bakterija Bacillus licheniformis i genetički mo-
dificirani sojevi bakterija Escherichia coli i Bacillus subtilis. 
Glukoamilaze proizvodi plijesan Aspergillus niger i plijesni 
roda Rhizopus.53,54

Kukuruzna krupica miješa se s vodom u omjeru 1 : 2,5 – 3, 
te se doda α-amilaza i suspenzija zagrijava na temperaturu 
iznad 100 °C. Kuhanjem suspenzije, zrnca škroba prima-
ju vodu, brzo bubre i pucaju. Oslobođen škrob formira 
viskoznu suspenziju koja se naziva škrobni lijepak, a po-
stupak se naziva klajsterizacija. Molekule škroba postaju 
dostupne djelovanju α-amilaze koja ih djelomično hidro-
lizira na kraće lance dekstrine (oligosaharide sa 6 – 7 glu-
koznih jedinica) smanjujući postupno viskoznost podloge 
(likvefakcija). U idućem koraku dekstrini se hidroliziraju do 
glukoze u postupku saharifikacije (ošećerenje) uz dodatak 
enzima glukoamilaze (EC 3.2.1.3) pri temperaturi 65 °C.50

U podlogu se kao izvor dušika dodaje amonijev sulfat ili 
urea. Kvasac S. cerevisiae kao izvor dušika koristi se i amino-
kiselinama koje nastaju hidrolizom proteina iz kukuruza uz 
dodatak proteaza. Šaržni proces traje 48 – 72 sata, a kon-
centracija etanola na kraju procesa iznosi 10 – 12 % (φ). 
Tijekom fermentacije pH pada ispod 4, što smanjuje mo-
gućnost bakterijske kontaminacije. Kontinuirani način pro-
izvodnje etanola u SAD-u primjenjuje se u 27 % pogona 
sa suhim postupkom mljevenja zrna, koji proizvode više 
od 400 m3 etanola na dan.55 U kontinuiranom postupku 
proizvodnje etanola često se upotrebljava više bioreaktora 
povezanih u seriju (kaskadni). U Kini je 2005. pokrenu-
ta kontinuirana proizvodnja etanola s flokulentnim sojem 
kvasca S. cerevisiae. Proizvodnja se odvija u 6 bioreaktora, 
korisnog obujma 1000  m3, povezanih u seriju. Prvi bio-
reaktor prihranjuje se hidrolizatom kukuruzne krupice u 
kojoj je koncentracija šećera između 200 i 220 g l−1. Brzina 
razrijeđenja iznosi 0,05 h−1, a obujamski udjel etanola u 
izlaznom toku iz posljednjeg bioreaktora iznosi 11 – 12 %. 
U gornjem dijelu bioreaktora nalaze se odbijači koji omo-
gućavaju učinkovitije zadržavanja flokula kvasca čija kon-
centracija iznosi 40 – 60 g l−1.16

Fermentacija škrobne sirovine može se provoditi nakon 
ošećerenja (eng. Separate Hydrolysis and Fermentaiton, 
SHF) ili istodobno (simultano) s ošećerenjem (eng. Simul-
taneous Saccharification and Fermentation, SSF). U pro-
cesu u kojem se provodi istodobno ošećerenje sirovine i 
fermentacija, koncentracija supstrata je relativno mala, jer 
se glukoza i maltoza nastale hidrolizom škroba odmah tro-
še za rast stanica kvasca.16 Zbog male koncentracije jed-
nostavnih šećera ne dolazi do inhibicije amilaza i stanica 
kvasca, te se povećava produktivnost bioprocesa. Nadalje, 
prednosti postupka simultanog ošećerenja i fermentacije 
su smanjena mogućnost kontaminacije, smanjenje osmot-
skog tlaka podloge i bolja energetska učinkovitost.51 Sma-
njenje troškova proizvodnje i povećanje prinosa postiže se 
postupkom istodobnog umnožavanja stanica kvasca, oše-
ćerenja sirovine i fermentacije (eng. Simultaneous Sacchar-
ification, Yeast Propagation and Fermentation, SSYPF).56

Enzimska hidroliza škroba znatno povećava troškove proi-
zvodnje etanola. Primjenom mikroorganizma koji bi uz fer-
mentacijska svojstva karakteristična za kvasac S. cerevisiae 
imao i zadovoljavajuću amilolitičku aktivnost postigle bi se 
uštede u proizvodnji. Takav mikroorganizam omogućio bi 
proizvodnju etanola iz škrobne sirovine u jednom biore-
aktoru, u kojem bi se istodobno umnožavao mikroorgani-
zam, proizvodili amilolitički enzimi i hidrolizirao škrob, te 
nastajao etanol. Ovaj postupak proizvodnje etanola naziva 
se konsolidirani bioprocesni sustav (eng. Consolidate Bi-
oprocessing, CBP) i njime bi se postigle najveće uštede u 
proizvodnji. Međutim još uvijek nije pronađen mikroorga-
nizam pogodan za primjenu u ovom postupku proizvod-
nje. Primjenom genetičkog inženjerstva nastoje se kon-
struirati sojevi kvasca S. cerevisiae s velikom amilolitičkom 
aktivnošću. Koekspresija gena za α-amilazu i glukoamilazu 
iz plijesni (najčešće iz roda Aspergillus) u kvascu, omogu-
ćava stanicama rast na škrobnim sirovinama bez dodatka 
amilolitičkih enzima. Međutim, dosada ni jedan od brojnih 
genetički modificiranih sojeva kvasca S. cerevisiae nije pri-
mijenjen u industrijskoj proizvodnji etanola zbog vrlo niske 
produktivnosti bioprocesa.57 
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Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Sastav lignoceluloznih sirovina

Lignocelulozne sirovine najzastupljeniji su oblik biomase 
na Zemlji, koji je i najmanje iskorišten. U lignocelulozne 
sirovine spadaju poljoprivredni otpadci (stabljika, oklasak 
i komušina kukuruza, trava, bagasa šećerne trske), otpadci 
drvoprerađivačke industrije (piljevina i strugotine, otpadci 
papirne industrije), otpadci prehrambene industrije, ener-
getski usjevi i komunalni otpadni papir. 

Lignoceluloza iz biljaka sastoji se od tri polimera: celuloze 
(C6H10O5)n (35 – 50 % suhe tvari), hemiceluloze (C5H8O4)m 
(20  –  35  % suhe tvari)) i lignina C9H10O3(OCH3)0,9–1,7)n 
(10 – 25 % suhe tvari). Celuloza je polisaharid sastavljen od 
glukoznih jedinica međusobno povezanih β-1,4-glikozid-
nom vezom u linearne lance. Molekule celuloze najčešće 
sadržavaju od 2000 do 20 000 glukoznih jedinica.55,58,59 
Dugi paralelni lanci povezani su vodikovim i van der Waal-
sovim silama koje daju celulozi visok stupanj molekulske 
uređenosti. Agregirane molekule celuloze tvore mikrovla-
kna koja su međusobno povezana i tvore vlakna. Vlaknasta 
struktura i intermolelulske veze čine celulozu otpornom na 
mehaničko rastezanje, slabo topljivom u otapalima i otpor-
nom na enzimsku hidrolizu s celulazama. Nativna celuloza 
pretežito je kristalna, a tek je manji dio amorfan. U odnosu 
na kristalna područja, amorfna područja su pogodna za ke-
mijsku i enzimsku hidrolizu. Celulozna vlakna u stijenkama 
viših biljaka povezana su s ligninom i hemicelulozom da-
jući im čvrstoću.60

Hemiceluloza se sastoji od linearnih i razgranatih lanaca 
polimera sastavljenih od šećera pentoza (ksiloza i arabi-
noza), heksoza (pretežno manoze, glukoze i galaktoze) i 
šećernih kiselina (4-O-metil-galakturonska kiselina).51 Stu-
panj polimerizacije je 100 – 300. Za razliku od celuloze, 
hemiceluloza ima amorfnu strukturu i lako se hidrolizira u 
razrijeđenim kiselinama i lužinama. 

Lignin je makromolekulski polifenol složene građe i hete-
rogenog sastava. Nalazi se u staničnoj stijenci biljaka vezan 
za celulozna vlakna u tzv. lignocelulozni kompleks. Vrlo je 
otporan na kemijsku i enzimsku razgradnju, ali je poput 
hemiceluloze potencijalno zanimljiva biotehnološka siro-
vina.55 

Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Etanol proizveden iz lignocelulozne biomase spada u drugu 
generaciju biogoriva. Zbog složenosti procesa proizvodnje 
etanola iz lignocelulozne sirovine cijena gotovog proizvoda 
još je uvijek veća od cijene etanola dobivenog iz šećerne 
trske, šećerne repe ili kukuruza. Međutim, zbog rasta ci-
jena sirovina koje se upotrebljavaju i u proizvodnji hrane 
i krmiva poput kukuruza, pšenice i šećerne trske upravo 
lignocelulozna biomasa postaje sve važnija sirovina. 

Proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina 
provodi se u pet osnovnih stupnjeva: prethodna obrada 
sirovine (1), hidroliza celuloze (2), fermentacija heksoza 
(3), izdvajanje (4) i obrada nusproizvoda (5) (slika 2). Šeće-
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Slika 2 – Proizvodnja bioetanola iz škrobne biomase: SSF – istodobna saharifikacija i fermen-
tacija; SSYPF – istodobna saharifikacija, uzgoj kvasca i fermentacija; CBP – konso-
lidirani bioprocesni sustav; A – amilaze; G – glukoza; Y – kvasac; EtOH – etanol26

Fig. 2 – Fuel ethanol production from starchy materials: SSF – simultaneous saccharification 
and fermentation; SSYPF – simultaneous saccharification, yeast propagation and 
fermentation; CBP – consolidated bioprocessing.; A – amylases; G – glucose; Y – 
yeast; EtOH – ethanol26
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ri pentoze u tekućoj fazi dobiveni postupkom prethodne 
obrade mogu zasebno fermentirati u bioetanol. Prema po-
trebi može se i provesti uklanjanje inhibitora rasta iz ligno-
celuloznog hidrolizata.

(1) Prethodna obrada lignocelulozne sirovine

Prethodnom obradom lignocelulozne sirovine uklanja se 
lignin, djelomično ili potpuno hidrolizira hemiceluloza, 
dok se celuloza prevodi iz kristalnog u amorfni oblik po-
godan za enzimsku hidrolizu.26 Tijekom posljednjih godi-
na razvijen je velik broj postupaka koji se primjenjuju u 
prethodnoj obradi lignocelulozne sirovine: fizikalni (me-
haničko usitnjavanje, piroliza), fizikalno-kemijski (autohi-
droliza, eksplozija vlakana s amonijakom, CO2 ili parom), 
kemijski (ozonoliza, kiselinska hidroliza, alkalna hidroliza, 
ekstrakcija otapalima, oksidativna delignifikacija) i biološki 
(mikroorganizmi i enzimi).62 Međutim neke od navedenih 
metoda još uvijek nisu ekonomski isplative ili tehnički izve-
dive u velikom mjerilu. 

Izbor postupka predobrade ovisi o sastavu sirovine i nu-
sproduktima koji nastaju određenim postupkom. Postupak 
prethodne obrade neposredno utječe na sve korake koji 
slijede u procesu proizvodnje bioetanola tj. enzimsku hi-
drolizu, fermentaciju, izdvajanje i pročišćavanje proizvoda, 
obradu otpadnih voda te na utrošak energije za miješanje 
i energije u procesu izdvajanja i pročišćavanja proizvoda.62 
Tijekom prethodne obrade sirovine nastaje niz kemijskih 
spojeva koji inhibiraju rast mikroorganizma kao što su 
octena kiselina, produkti razgradnje lignina i furfural. 

Proces predobrade često uključuje i detoksikaciju hidro-
lizata s ciljem uklanjanja inhibitora rasta. Naime tijekom 
hidrolize lignoceluloze s kiselinama nastaje niz nusprodu-
kata koji inhibiraju rast radnog mikroorganizma i smanju-
ju prinos etanola i produktivnost procesa. Inhibitori rasta 
po kemijskom sastavu su fenolni spojevi, alifatske kiseline, 
furanski aldehidi i anorganski ioni. Vrsta i koncentracija 
inhibitora ovisi o vrsti lignocelulozne sirovine i postup-
ku hidrolize. Najzastupljeniji furanski aldehidi su furfural 
i 5-hidroksimetilfurfural koji nastaju razgradnjom šećera. 
Furfural nastaje dehidracijom pentoza, dok 5-hidroksimetil 
furfural dehidracijom heksoza. Razgradnjom lignina nasta-
ju fenolni spojevi od kojih su najzastupljeniji vanilin, di-
hidrokoniferil-alkohol, koniferil-aldehid, hidrokinon, ace-
togvajakon, homovanilinska kiselina, 4-hidroksibenzojeva 
kiselina. Octena, mravlja i levulinska kiselina najzastuplje-
nije su alifatske kiseline u lignoceluloznim hidrolizatima, 
a nastaju iz polisaharida ili razgradnih produkata tijekom 
postupka kiselinske hidrolize. Tako octena kiselina nastaje 
deaciliranjem hemiceluloze, mravlja kiselina razgradnjom 
5-hidroksimetilfurfurala, a levulinska razgradnjom furfurala 
i 5-hidroksimetilfurfurala.64,65

(2) Hidroliza celuloze

Hidroliza celuloze do glukoze provodi se najčešće s kise-
linama ili celulazama. Skupinu celulaza čine tri vrste enzi-
ma: endoglukanaze ili 1,4-β-D-glukan-4-glukanohidrolaze 
(EC 3.2.1.4), egzonukleaze koje uključuju 1,4-β-D-glu-
kan-glukanohidrolaze (celodekstrinaze) (EC  3.2.1.74) i 

1,4-β-D-glukan-celobiohidrolaze (celobiohidrolaze, EC 
3.2.1.91) i β-glukozidaza (EC 3.2.1.21).67 Endoglukanaze 
nasumično cijepaju amorfna područja celuloznog lanca 
oslobađajući oligosaharide. Egzoglukanaze djeluje na re-
ducirajuće i nereducirajuće krajeve polisaharidnog lanca, 
pri čemu nastaje glukoza (glukanohidrolaze) i celobioza 
(celobiohidrolaza). β-Glukozidaze hidroliziraju topljivi ce-
lodekstrin i celobiozu do glukoze.68,69 Hidroliza se odvija u 
blagim uvjetima pri pH 4,5 – 5,0 i temperaturi 40 – 50 °C.

 
(3) Fermentacija 

Tijekom fermentacije lignoceluloznog hidrolizata mikro-
organizmi previru pentoze i heksoze u etanol. Najčešće 
se upotrebljava kvasac S. cerevisiae koji raste na šećerima 
heksozama, ali ne i na pentozama. Kvasci Pichia stipitis i 
Candida shehata previru i heksoze i pentoze.70

Najčešće se primjenjuje postupak tzv. fermentacije uz 
prethodno ošećerenje, fermentacija šećera provodi se na-
kon hidrolize celuloze (slika  3). Nakon prethodne obra-
de lignocelulozne sirovine odvaja se čvrsta od tekuće faze 
koja sadrži pretežno šećere pentoze i nešto heksoza. Za-
ostala čvrsta faza nakon predobrade s razrijeđenom kiseli-
nom sadrži uglavnom lignin i celulozu. Celuloza se zatim 
hidrolizira dodatkom celulolitičkih enzima. Fermentacija 
hidrolizata koji sadrži pretežito heksoze i hidrolizata koji 
sadrži pentoze provodi se odvojeno s odgovarajućim mi-
kroorganizmima. Provođenja enzimske hidrolize celuloze 
prije fermentacije omogućava odvijanje obaju bioprocesa 
u optimalnim uvjetima. Optimalna temperatura enzimske 
hidrolize celuloze je viša (45 – 50 °C) od optimalne tem-
perature za rast mikroorganizama (za kvasac S. cerevisiae 
32 °C). 

Produkti enzimske hidrolize, glukoza i celobioza, inhibitori 
su celulaza što postepeno dovodi do smanjenja brzine oše-
ćerenja.58,71 Smanjenje inhibicijskog učinka na aktivnost 
enzima postiže se provođenjem istodobnog ošećerenja 
celuloze i fermentacije (eng. Simulatneous Saccharification 
and Fermentation, SSF, slika 3). Glukoza nastala enzimskom 
hidrolizom celuloze odmah se troši za rast mikroorganiz-
ma, pa je njezina koncentracija u podlozi vrlo mala. Na-
dalje, povećava se produktivnost bioprocesa, prinos i kon-
centracija etanola, vođenje bioprocesa je jednostavnije, a 
kapitalni troškovi su manji u odnosu na proces SHF. Šaržni 
proces proizvodnje etanola uz istodobni postupak ošeće-
renja i fermentacije (SSF) traje 3 – 7 dana uz 90 – 95 % 
konverzije i koncentraciju etanola 40 – 50 g l−1.72 Osnovni 
nedostatak ovog postupka proizvodnje su različiti optimal-
ni uvjeti za enzimsku hidrolizu supstrata i rast mikroorga-
nizma. Zbog nižih temperatura kod kojih se vodi proces, 
aktivnost celulaza je i do 30 % niža nego kod optimalne 
temperature, pa je potrebno primijeniti veće količine enzi-
ma za ošećerenje, što poskupljuje proces proizvodnje. U li-
teraturi je naveden niz različitih postupaka koji su imali cilj 
smanjenje troškova proizvodnje procesom SSF. Fermenta-
cijom sa združenom kulturom mikroorganizama kvasca S. 
cereviaise i plijesni Fusarium oxysporum, koja proizvodi ce-
lulaze i hemicelulaze, postignuti su niski prinosi etanola.73 
Primjena termotolerantnog kvasca Kluyveromyces marxia-
nus omogućava provođenje fermentacije pri temperaturi 
42 – 43 °C.74 Umjesto komercijalnih celulaza, ošećerenje 
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celuloze može se uspješno provesti primjenom neproči-
šćene prevrele podloge na kojoj je rasla plijesan Trichoder-
ma reesei.72 

Ekonomski isplatljiviji, ali tehnološki daleko zahtjevniji od 
prethodnih, je postupak kofermentacija uz istodobno oše-
ćerenje (eng. Simultaneous Saccharification and Co-Fer-
mentation, SSCF).26 Kofermentacijom pentoza i heksoza 
u jednom bioreaktoru smanjuju se kapitalni troškovi, ali i 
mogućnost kontaminacije. Kofermentacijom glukoze i ksi-
loze s kvascem Pichia stipitis postiže se potpuna konverzija 
šećera pri malim brzinama razrjeđenja tijekom kontinui-
ranog uzgoja. Produktivnost procesa je vrlo mala i iznosi 
0,51  g  l−1 h−1. Proučavana je i kofermentacija šećera uz 
istodobno ošećerenje i sa združenim kulturama dvaju mi-
kroorganizama npr. Saccharomyces diastaticus i Pichia sti-
pitis,75 Pichia stipitis i S. cerevisiae,76,77 Zymomonas mobilis 
i Pichia stipitis,78 Zymomonas mobilis i Pachysolen tannop-
hilus,79 itd. Kod odabira mikroorganizama za uzgoj u zdru-
ženoj kulturi važno je da odabrani mikroorganizami rastu 
u sličnim uvjetima s obzirom na temperaturu bioprocesa i 
pH podloge, što ograničava izbor mikroorganizama.77 Ti-
jekom kofermentacije sa združenom kulturom kvasaca Pi-
chia stipitis (fermentira pentoze) i S. cerevisiae (fermentira 

heksoze) postiže se veća konverzija heksoza u etanol od 
pentoza. Nepotpuna konverzija pentoza u etanol posljedi-
ca je veće brzine rasta kvasca S. cerevisiae i inhibicije rasta 
P. stipitis inhibitorima rasta iz lignoceluloznog hidrolizata i 
nastalim etanolom.26,75 Prinosi etanola i produktivnost bi-
oprocesa sa združenom kulturom dviju bakterija, Clostri-
dium thermocellum, (proizvodi celulaze i prevodi glukozu 
u etanol) i C. thermosaccharolyticum (fermentira pentoze) 
znatno je niža nego s kvascima zbog inhibicije rasta s eta-
nolom i drugim proizvodima metabolizma (organske kise-
line kao što su octena i mliječna kiselina).72

Kao alternativa združenim kulturama primijenjen je niz 
genetički modificiranih mikroorganizma. Heterolognom 
ekspresijom gena za asimilaciju pentoza u kvascu S. cere-
visiae i bakteriji Z. mobilis omogućen je rast ovim mikroor-
ganizmima na pentozama. Tijekom kontinuiranog uzgoja 
u bioreaktoru s fluidiziranim slojem imobiliziranih stanica 
rekombinantnog soja Z. mobilis produktivnost je iznosila 
6,5 – 8,6 g l−1 h−1. Međutim, na kraju bioprocesa u podlozi 
zaostaju značajne količine neprevrele ksiloze.55 

U visokointegriranom procesu proizvodnje bioetanola iz li-
gnoceluloznih sirovina, tzv. konsolidiranom bioprocesnom 
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Slika 3 – Proizvodnja bioetanola iz lignocelulozne sirovine. CF – kofermentacija; SSF – istodobna 
saharifikacija i fermentacija; SSCF – istodobna saharifikacija i kofermentacija; CBP – kon-
solidirani bioprocesni sustav; C – celuloza; H – hemiceluloza; L – lignin; Cel – celulaze; 
G – glukoza; P – pentoze; I – inhibitor; EtOH – etanol26

Fig. 3 – Production of bioethanol from lignocellulosic biomass: CF – co-fermentation; SSF – si-
multaneous saccharification and fermentation; SSCF – simultaneous saccharification and 
co-fermentation; CBP – consolidated bioprocessing.; C – cellulose; H – hemicellulose; 
L – lignin; Cel – cellulase; G – glucose; P – pentose; I – inhibitors; EtOH – ethanol26
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sustavu (eng. Consolidated Bioprocessing, CBP), biosinteza 
celulaza, ošećerenje prethodno obrađene lignocelulozne 
biomase i fermentacije šećera u etanol provodi se samo 
uz jedan mikroorganizam. Iako je ovaj koncept proizvod-
nje najinteresantniji s ekonomskog stajališta, još uvijek nije 
pronađen učinkovit mikroorganizam koji objedinjava sve 
potrebne fiziološke karakteristike. Primjenom genetičkog 
inženjerstva nastoje se poboljšati svojstva mikroorganiza-
ma koji se već primjenjuju u fermentaciji etanola. Mikroor-
ganizmima s visokom celulaznom aktivnošću poboljšavaju 
se fermentacijska svojstva, a mikroorganizmima sa zadovo-
ljavajućim fermentacijskim svojstvima dodaju se celuloli-
tička i/ili hemicelulolitička aktivnost. Termofilna anaerobna 
bakterija C. thermocellum proizvodi celulaze i fermenti-
ra glukozu u etanol, ali prinos etanola je vrlo malen. Po-
boljšani rekombinantni soj C. thermocellum proizvodi i 
do 60 g l−1 etanola, što je još uvijek znatno manje nego 
s kvascem S. cerevisiae.80 Primjenom genetičkog inženjer-
stva poboljšana je celulolitička aktivnost visokoproduktiv-
nih rekombinantnih sojeva bakterija E. coli, K. oxytoca i 
Z. mobilis i kvasca S. cerevisiae.26,80 U kvascu S. cerevisiae 
eksprimirani su geni za metabolizam ksiloze (ksiloza-re-
duktaza, ksilitol-dehidrogenaze i endogena ksilulokinaza) 
i hemicelulolitički enzimi (β-glukozidaza, β-ksilozidaza i 

endoksilanaza). Rekombinantni soj kvasca raste na hidro-
lizatu rižine slame bez dodatka celulolitičkih enzima i de-
toksikacije podloge. Produktivnost ovog soja je vrlo mala i 
iznosi 0,114 g l−1 h−1.81

Unatoč globalnoj recesiji povećavaju se privatna ulaganja 
u razvoj procesa proizvodnje etanola iz lignoceluloznih si-
rovina. Većina pogona za proizvodnju etanola dosegla je 
komercijalnu razvojnu fazu, a prvi pogon za komercijalnu 
proizvodnju započeo je s radom krajem 2013.  godine u 
Crescentinu (Italija) maksimalnog kapaciteta 75  milijuna 
litara godišnje (tablica 4).82,83,84

Integracija procesa fermentacije i separacije etanola

U procesu proizvodnje etanola najviše energije troši se u 
tehnološkim operacijama izdvajanja i pročišćavanja eta-
nola. Koncentracija etanola u prevreloj podlozi najčešće 
iznosi od 5 – 12 % (φ). Dehidracija etanola predstavlja naj-
veći problem jer smjesa etanola s vodom čini azeotropnu 
smjesu (w = 95,6 %) pri temperaturi od 78,15 °C što one-
mogućava izdvajanje čistog etanola jednostavnom destila-
cijom. Izdvajanje etanola odvija se u dva stupnja:

Table 4 – Veća poluindustrijska i industrijska postrojenja za komercijalnu proizvodnju etanola iz celulozne sirovine82,83,84

Tablica 4 – Main demo and commercial scale plants for cellulosic ethanol production82,83,84

Vlasnik postrojenja
Plant owner

Lokacija
Location

Sirovina
Feedstock

Ulazni godišnji kapacitet ⁄ t−1

Annual input capacity ⁄ t−1
Izlazni godišnji kapacitet ⁄ t−1

Annual output capacity ⁄ t−1

Clariant
(prije Sud Chemie)
(ex Sud Chemie)

Straubing
(Njemačka)
(Germany)

poljoprivredni ostaci, 
pšenična slama

agriculture residues, wheat 
straw

– 1 000

Inbicon 
(Dong Energy)

Kalundborg
(Danska)

(Denmark)

pšenična slama i druge 
lignocelulozne sirovine
wheat straw and other 

lignocellulosic raw materials
30 000 4 300

Abengoa Bioenergy, 
Biocarburantes Castilla y 
Leon, Erbo Puleva

Babilafuent, 
Salamanca
(Španjolska)

(Spain)

ječmena i pšenična slama, 
kukuruzna stabljika

barley and wheat straw, 
corn stover

25 000 4 000

Chempolis

Oulu 
(Chempolis 

R&D Center)
(Finska)
(Finland)

slama i bagasa
straw and bagasse 25 000 podatak nije dostupan

unavailable data

Beta Renewables 
(JV Chemtex (M&G),
TPG, Novozymes 
(part of Mossi Ghisolfi 
Group, and Novozymes)

Crescentino
(Italija)
(Italy)

pšenična i rižina slama i 
Arundo donax

wheat straw, rice straw and 
Arundo donax

do 270 000
up to 270 000 40 000

Blue Sugars Corporation
(KL Energy corporation)

Upton, 
Wyoming

(SAD)

bagasa, drvna pulpa, drvni 
ostaci

bagasse, wood pulp, wood 
residue

33 000 4 500

BP (Jennings Demo 
Facility)

Jannings, LA
(SAD)
(USA)

bagasa, divlji proso 
(Panicum virgatum), drvna 

biomasa 
bagasse, switchgrass, wood 

biomass

– 4 180
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(1) jednostavna destilacija etanola iz fermentirane podlo-
ge, čime se dobiva 92,4 % etanola (w)

(2) dehidracija etanola primjenom azeotropne destilaci-
ja, ekstraktivna destilacija, ekstrakcija tekuće-tekuće, ad-
sorpcija.62

Značajne uštede u procesu proizvodnje mogu se ostvariti 
integracijom fermentacije i operacija izdvajanja i pročišća-
vanja etanola. Kontinuiranim izdvajanjem etanola tijekom 
fermentacije smanjuje se inhibicijski učinak etanola na 
rast i aktivnost radnog mikroorganizma, te se stoga postiže 
veća produktivnost bioprocesa.85 Razvijen je niz metoda 
za kontinuirano uklanjanja etanola: vakuumska evaporaci-
ja,86 istiskivanje etanola s CO2,87 ekstrakcija otapalima,88,89 
adsorpcija,90,91 destilacija62 i pervaporacija.91,92

Zaključak
Etanol se upotrebljava kao pogonsko gorivo čist ili u smje-
sama s benzinom. Prednost primjene bioetanola u odnosu 
na fosilna goriva značajno je smanjenje emisije stakleničkih 
plinova i toksičnih aromatskih spojeva. Svjetska proizvod-
nja etanola povećala se s 17,25 milijardi litara u 2000. go-
dinu na 86 milijardi litara u 2012., što je posljedica potrebe 
vodećih svjetskih ekonomija za energetskom neovisnošću. 
Prema predviđanjima OECD-FAO u idućih deset godina 
svjetska proizvodnje etanola uvećat će se za 67 % i iznosit 
će 168 milijardi litara. Oko 80 % svjetske proizvodnje bio-
etanola otpadat će na danas vodeće proizvođače, SAD i 
Brazil, a ostatak će se proizvoditi najvećim dijelom u Kini.93

Bioetanol je gorivo proizvedeno iz obnovljivih sirovina, 
danas još uvijek najvećim dijelom iz kukuruza i šećerne 
trske ili repe, ovisno o geografskom položaju. Ove sirovine 
se upotrebljavaju u proizvodnji hrane i krmiva, a njihova 
cijena posljednjih godina kontinuirano raste. Dodatan pro-
blem predstavlja dostupnost sirovina tijekom godine. Zbog 
toga se posljednjih godina provode brojna istraživanja s 
ciljem razvoja komercijalne proizvodnje etanola iz ligno-
celuloznih sirovina, koje su višestruko jeftinije od škrob-
nih (npr. kukuruz) ili šećernih sirovina (npr. šećerna trska 
ili repa). Međutim, zbog složenosti procesa proizvodnje, 
cijena etanola proizvedenog iz lignoceluloznih sirovina je 
dva do tri puta veća od cijene etanola dobivenog iz šećer-
ne trske, odnosno od cijene benzina.94 Velik napredak u 
proizvodnji bioetanola napravljen je krajem 2013. godi-
ne puštanjem prve tvornice za komercijalnu proizvodnju 
etanola iz poljoprivrednih ostataka. U narednim godinama 
istraživanja će biti usmjerena na razvijanje i poboljšanje 
procesa proizvodnje etanola iz lignoceluloznih sirovina s 
ciljem smanjenja cijene gotovog proizvoda. 
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Ovaj rad financirala je Hrvatska zaklada za znanost pro-
jektom 9158 Sustainable production of bioethanol and 
biochemicals from agricultural waste lignocellulosic raw 
materials (SPECH-LRM).

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

w – maseni udjel, %
– mass fraction, %

φ – obujamski udjel, %
– volume fraction, %

A – amilaze
– amylases

CBP – konsolidirani bioprocesni sustav
– consolidate bioprocessing

Cel – celulaza
– cellulase

CF – kofermentacija
– co-fermentation

FAO – Organizacija za prehranu i poljoprivredu
– Food and Agriculture Organization

G – glukoza
– glucose

GRAS – Općeprihvaćeno kao sigurno
– Generally recognized as safe

H – hemiceluloza
– hemicellulose

I – inhibitor
– inhibitors

L – lignin
– lignin

OECD – Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj
– Organisation for Economic Cooperation and 

Development
P – pentoza

– pentose
SHF – fermentacija uz prethodno ošećerenje

– separate hydrolysis and fermentaiton
SSCF – istodobno saharifikacija i kofermentacija

– simultaneous saccharification and co-fermentation
SSF – istodobna saharifikacija i fermentacija

– simultaneous saccharification and fermentation
SSYPF – istodobna saharifikacija, uzgoj kvasca i fermentacija

– simultaneous saccharification, yeast propagation and 
fermentation

Y – kvasac
– yeast
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EXTENDED ABSTRACT
New Trends in the Ethanol Production as a Biofuel

Mirela Ivančić Šantek,* Ena Miškulin, Sunčica Beluhan, and Božidar Šantek

Rapidly growing fossil energy consumption, due to population and industrial growth, has caused 
increasing greenhouse-gas emissions, growing energy dependency and supply insecurity. Bioetha-
nol has become an attractive alternative biofuel because of its environmental benefits and the fact 
that it is made from renewable resources. Ethanol is widely used as transport fuel, pure hydrous 
ethanol or anhydrous ethanol in mixtures with gasoline (Fig. 1). 
Bioethanol is produced from carbohydrates such as sugar, starch and cellulose by fermentation 
with yeast S. cerevisiae or other microorganisms. Thereupon, ethanol is separated and purifyed 
by distillation-rectification-dehydration to meet fuel specifications. Currently, conventional crops 
such as corn or sugarcane are the main feedstock for bioethanol production. Bioethanol produc-
tion from the sucrose-containing feedstock is simpler compared to the starchy materials and the 
lignocellulosic biomass due to an additional step – feedstock hydrolysis. The process of ethanol 
production from starchy materials includes the hydrolysis of starch to glucose using α-amylase 
(1,4-α-D-glucan-4-glucanohydrolase) and glucoamylase (1,4-α-D-glucanglucohydrolase). Finally, 
the glucose is fermented to ethanol by yeast cells. Enzymatic hydrolysis of starch and fermentation 
of glucose can be carried out in different process configurations, such as separate hydrolysis and 
fermentation (SHF), and simultaneous saccharification and fermentation (SSF, Fig. 2). In consoli-
dated bioprocessing (CBP), the conversion of starch into ethanol is performed in one step without 
added enzymes. This process configuration has potential to lower the cost of biomass processing 
due to elimination of operating and capital costs associated with dedicated enzyme production.
Current bioethanol production from corn and sugarcane is unable to meet the global demand 
for bioethanol, due to their primary value as livestock feed and human food. The lignocellulosic 
biomass such as agricultural wastes (corn stover, crop straws, husks and bagasse), herbaceous crops 
(switchgrass), woody crops, forestry residue, waste paper and other wastes (municipal and indus-
trial) is favourable feedstock for bioethanol production. The major advantages of lignocellulosic 
biomass are its renewable and ubiquitous nature and its noncompetitiveness with food crops. 
Ethanol production from lignocellulosic feedstock is complex and comprises two steps prior to 
fermentation: biomass pretreatment (breaking down the structure of the lignocellulosic matrix) 
and cellulose hydrolysis (enzymatic hydrolysis of cellulose to glucose). The lignocellulosic hydro-
lysate contains not only hexoses, but also pentoses that are not assimilated by yeast S. cerevisiae. 
Furthermore, the lignocellulosic hydrolysate contains a broad range of compounds that inhibit the 
yeast’s cells. The composition of the inhibitors depends on the type of the lignocellulosic material, 
and the chemistry and nature of the pretreatment process. The pretreated cellulose can be en-
zymatically hydrolysed either prior or simultaneously with glucose fermentation (Fig. 3). The four 
main steps involved in the process of lignocellulosic bioethanol production (pretreatment, cellu-
lose hydrolysis, hexoses and pentoses fermentation) can be arranged in various process configu-
rations, including separate hydrolysis and fermentation (SHF), simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF), simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF) and consolidated 
bioprocessing (CBP, Fig. 3). Specific strains of bacteria and yeasts have been developed to ferment 
sugars released from lignocellulosic biomass and hydrolysed cellulose, through a selection of new 
strains and genetic engineering of traditional strains.
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