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SANTRAUKA

Pasaulyje sparciai senka iSkastinio kuro atsargos. Energijos vartojimas yra neatsiejamas nuo
Zmogaus gyvenimo. Bioetanolis — puiki alternatyva i§ naftos gaminamam benzinui, jis taip pat placiai
naudojamas alkoholiniy gérimy, chemijos, farmacijos pramongje. Bioetanolis gaminamas mieliy
vykdomos alkoholinés fermentacijos metu. Tai anaerobinis cukraus pavertimas j etanolj ir anglies
dioksidg. Dazniausiai Siam procesui naudojamos mielés — Saccharomyces cerevisiae.

Vis dar ieSkoma kuo pigesniy, lengviau pritaikomy zaliavy, tobulinamos fermentacijos salygos,
kad bioetanolio gamyba biity visapusiskai optimali. Svarbu, kuo ekonomiskiau pagaminti bioetanolj
ir gauti nuolat atsikartojancius rezultatus, kad jis savo kaina galéty konkuruoti su i§ naftos pagamintu
kuru ir taip btity sumazintas iSkastinio kuro vartojimas.

Siame darbe buvo tiriami 4 anglies $altiniai (mono- ir disacharidai) siekiant i$siaiskinti, kuris i§
ju tinkamiausias bioetanolio gamybai. I$tirtas dviejy tipy kvieciy ,,Famulis® ir ,,Etana“ tinkamumas
bioetanolio gamybai. Atrinkus tinkamesnj kvie¢iy tipg, toliau vykdyti tyrimai parenkant tinkama
fermentg. Kvie¢iy sucukrinimui naudojami gliukoamilazés ir celiulazés fermentai.

Atliekant tyrimus nustatyta, kad tinkamiausias monosacharidas bioetanolio gamybai yra
gliukozé, todél naudojant §j cukry vykdyta fermentacija su pamaitinimu 51 bioreaktoriuje ,,EDF-5.4*.
Tyrimai bioreaktoriuje vykdyti siekiant issiaiskinti, kaip bioetanolio gamybos greitis kinta
priklausomai nuo gliukozés koncentracijos terpéje.

Darbo metu nustatyta, kad bioetanolj galima gaminti i§ jvairiy mono- ir disacharidy,
tinkamiausias i$ jy gliukozé. Bioetanolj gaminant i§ kvieciy ir tikslingai parenkant tinkamus fermentus
bei jy koncentracijas, galima padidinti produkto iSeigg. Vykdant fermentacijg su pamaitinimu
bioreaktoriuje nustatytos gliukozés koncentracijos ribos, prie kuriy santykinis bioetanolio gamybos

greitis yra didZiausias.
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SUMMARY

Worldwide fossil fuel resources are running out. Energy consumption is an essential part of
modern human life. Bioethanol is a perfect alternative to petrol produced from oil. Furthermore, it is
widely used in alcoholic drinks, chemical, and pharmaceutical industry. Bioethanol is produced by
yeast in a process called alcoholic fermentation. During this anaerobic reaction a sugar molecule is
transformed into ethanol and carbon dioxide. The most commonly used microorganism for this
process is yeast Saccharomyces cerevisae. Recently, research is being performed in search of cheaper,
more applicable raw materials and optimization of reaction conditions in order to make bioethanol
production as efficient as possible. It is important to make bioethanol production economical and
repeatable. This way its price could compete with and reduce production of oil-derived fuel.

In this thesis 4 different carbon sources, mono- and disaccharides, were used in order to find out
which is the best for bioethanol production. Two types of wheat “Famulis” and “Etana” were
investigated. After choosing the most suitable type of wheat, a search of an enzyme was performed.
Glucoamylase and cellulase were analyzed. In this research it was determined that the most suitable
sugar for bioethanol production is monosaccharide glucose. Fermentation in 5 L fed-batch bioreactor
“EDF-5.4” was performed using glucose. This investigation showed how speed of bioethanol
production is dependent on glucose concentration in medium.

In the current research it was shown that bioethanol could be produced from various
monosaccharides and disaccharides and the most suitable is glucose. The amount of bioethanol
produced from wheat could be increased by employing appropriate enzymes and its concentrations.
According to the results gathered using fed-batch bioreactor, optimal glucose concentration interval

which induced the highest relative speed of bioethanol production was determined.



JZANGA

Pasaulyje sparCiai senka iSkastinio kuro atsargos. Energijos vartojimas yra neatsiejamas nuo
Zzmogaus gyvenimo. Viena geriausiy alternatyvy iskastiniam naftos kurui yra biokuras [1]. Biokurui
priskiriamas bioetanolis — etilo alkoholis pagamintas i§ biomasés ar biologiskai skaidzios atlieky dalies.
Bioetanolis placiai naudojamas alkoholiniy gérimy, chemijos, farmacijos pramongéje, taip pat ji galima
naudoti kaip atsinaujinantj transporto kura.

Mielés naudojamos gauti biologiSkai aktyvias organines medziagas, tokias kaip etanolis,
baltymai, aminoriigStys. Vienas geriausiai pritaikomy, mieliy vykdomy procesy yra alkoholiné
fermentacija. Tai anaerobinis cukraus pavertimas j etanolj ir anglies dioksidg. Dazniausiai $iam
procesui naudojamos mielés — Saccharomyces cerevisiae.

Biotechnologijoje daug démesio skiriama fermentacijos procesy optimizavimui, tyrimai
vykdomi tiek laboratorijoje, tiek pramonéje. Norint laboratorijoje gautus rezultatus perkelti j pramong,
visy pirma tikslinga naudoti modelinius bioreaktorius.

Bioetanolio gamyba pramonéje vykdoma jau daugelj mety, taciau vis dar ieSkoma kuo pigesniy,
lengviau pritaikomy Zzaliavy, tobulinamos fermentacijos salygos, kad gamyba bty visapusiskai
optimali. Svarbu, kuo ekonomiskiau pagaminti bioetanolj, kad jis savo kaina galéty konkuruoti su i§
naftos pagamintu kuru ir taip blity sumazintas iSkastinio kuro naudojimas.

Darbo tikslas — atlikti bioetanolio gavimo i$§ mieliy Saccharomyces cerevisiae optimizavimo
tyrimus.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti mono- ar disacharida, kurj naudojant gaunama didziausia bioetanolio iSeiga.

2. Pagaminti bioetanolj i$ kvieciy ir nustatyti, Su Kuriais i$ jy gaunama didziausia produkto iSeiga.

3. Atlikti alkoholing fermentacija bioreaktoriuje, naudojant sacharida, su kuriuo gaunama
didziausia bioetanolio iSeiga.

4. Optimizuoti bioetanolio gamybai naudojamg cukraus koncentracija.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Mielés (Saccharomyces cerevisiae)

Mielés tai vienalgsciai eukariotiniai mikroorganizmai, priskiriami gryby karalystei. Pramonéje
kultivuojamos tik Saccharomyces, Candida ir Kluyveromyces mielés. Jos skirstomos j aktyvias ir
neaktyvias. Aktyviosios naudojamos fermentacijai, o neaktyviomis vadinamos dZiovintos, kurios
naudojamos kaip maisto papildai ar skonio ir aromato komponentai [2].

Saccharomyces cerevisae (alinis mieliagrybis) — vienalgstis mieliagrybis, priklausantis
aukSliagrybtiny skyriui (Zr. 1.1 pav.). Dauginasi nelytiskai, pumpuravimo biidu, i§ motininés Igstelés
iSauga dukterinés 5-10 pm dydzio, bespalvés, rutulio ar kiausSinio formos mieliy lgstelés. Ant
motinings lgstelés susidaro vienas arba keli pumpurai, kurie palaipsniui didéja ir pasiekia motininés
lastelés dydj. Dél pumpuravimo susidaro lgsteliy grandinélés (pseudomicelio), kurios lengvai

sutrikinéja. Gamtoje S. scerevisae galima rasti ant augaly pavirsiaus, ypa¢ ant uogy ir vaisiy.

Lasteliy kolonija

Motininé lastelé

Dukteriné Igstelé

Paviené lastelé

1.1 pav. Mieliagrybis (S. cerevisiae): bendras lasteliy kolonijos vaizdas [3]

S. cerevisae budinga greita medziagy apykaita, jos vykdo cukraus (gliukozés) — alkoholinj
rugimg (mieliy fermentai skaido cukry (gliukoze) | anglies dvideginj ir etilo alkoholj). Dél Sios
savybés grybas placiai naudojamas pramongje: etilo alkoholio gamyboje, alaus, vyno, degtinés ir kity
alkoholiniy gérimy gamyboje kepant duonos ir kitus konditerijos gaminius. Sis mieliagrybis taip pat

naudojamas maisto ir pasary papildy (baltymy, angliavandeniy, vitaminy ir kity medziagy turtingos
9



biomasés), vitamino B> (riboflavino), citriny riigSties gamyboje. Kaip modelinis organizmas Sis
mieliagrybis naudojamas moksliniuose tyrimuose [3]. S. cerevisae dazniausiai pasirenkama mieliy
padermé alkoholiniy gérimy gamyboje, nes turi geriausig atsparumg aukstoms etanolio
koncentracijoms [4]. Mielés svarbios ne tik pramonéje, bet ir moksle t. y. jos naudojamos kaip
modeliné sistema procesams, Vykstantiems eukariotinéje lgsteléje tyrinéti. Daznai eukariotinése
lastelése, po sintezes, baltymai yra modifikuojami. Prie baltymy pridedami mazo molekulinio svorio
komponentai, reikalingi tiksliam jy veikimui lasteléje. Escherichia .coli ar kiti prokariotai nevykdo
baltymy modifikacijy arba jos skiriasi nuo modifikacijy eukariotinése lgstelése. Mielés taip pat placiai

naudojamos jvairiy rekombinantiniy baltymy sintezei.
1.2. Alkoholiné fermentacija
Alkoholiné fermentacija — anaerobinis cukraus, dazniausiai gliukozés arba fruktozés,

pavertimas j etanolj ir anglies dioksida. Ja dazniausiai atlieka mielés, taciau gali vykdyti ir bakterijos

Zymomonas mobilis [4]. Fermentacijos reakcijos mechanizmg galimg uzrasyti tokia lygtimi: [5]

CesH1206 — 2 CH3CH20OH + 2CO2
Gliukozé — 2 Etanolis + 2 Anglies dioksidas

Tai suminé alkoholinés fermentacijos lygtis, susidedanti i§ daugybés vykstanciy biocheminiy,
cheminiy ir fiziko—cheminiy procesy. Be etanolio, fermentacijos metu susidaro ir kity junginiy:
auksStesnieji alkoholiai, eteriai, glicerolis, gintaro ragstis, diacetilas, acetonas, 2,3-butandiolis. Procese
dalyvauja dviejy tipy fermentai. Pirmasis zimaz¢ (cukraze), kuri hidrolizuoja sacharozg j gliukoze ir
fruktoze. Antrasis fermentas alkoholio dehidrogenaze, kuri citoplazmoje vercia piruvatg i alkoholj.
Kai alkoholio mieliy Igstelése susintetinama per daug, jis aldehiddehidrogenazés yra ver¢iamas acto
ragstimi [6].Taip pat ir kai fermentacijos terpéje yra iStirpusios deguonies, etanolis gali buti toliau
verCiamas acto rugstimi arba anglies dioksidu ir vandeniu. Fermentacijos tirpale gaunamas istirpes
etanolis ir nedidelé dalis kity mieliy metabolity. Mieliy Iastelés fermentacijos terpéje negali gyvuoti
esant dideléms etanolio koncentracijoms. Jos gali augti tik terpéje turincioje iki 16 — 20% etanolio [6].

Vynuogiy sul¢iy fermentacijos S. cerevisae Igstelése schema pateikiama (Z7. 1.2 pav.). IS pradziy
piruvatas dekarboksilinamas iki aldehido etanalio, veikiant fermentui piruvatdekarboksilazei. Véliau

alkoholio dehidrogenazé pavercia etanalj j etanolj, tuo metu NADH ver¢iamas j NAD". Galutiniai

10



alkoholinés fermentacijos produktai etanolis ir anglies dioksidas yra iSneSami j S. cerevisae lasteliy

iSore.

Grape juice

D-Glucose
D-Fructose }

Hexose
transporter,

{D-Glucose }
Of e Alcoholic

oaTp Fermentation

2ADP +2Pi \p\
' I

i
-
|
/ / Dihydoxyacetone » Glyceraldehyde-3-phosph al
| phosphate
Ethanol eeesefsseses l, .................. Ethanol N h i
[ Alcohol NAD th it 7]
de
ehydrogenase NADH + H* le "
Ethanal m
1,3+ dlphosphoglycerale b
Pyruvate
CO, aemmeshrssncbisines co, decarboxylase

AATP 4 ADP +4Pi

1.2 pav. Alkoholiné fermentacija [4]

1.2.1. Mieliy vystymasis alkoholinés fermentacijos metu
Fermentacijos pradzioje mielés pradeda skaidyti cukry ir kitas terpéje esancias medziagas, taip

gaudamos energijg. Paveiksle (zr. 1.3 pav.) pateikiamas mieliy augimo ciklo modelis esant

standartinéms salygoms.
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1.3 pav. Mieliy augimo ciklas (Zalia spalva — gyvybingos lastelés; raudona — bendras lasteliy skaicius).

a raide iSskirta prisitaikymo fazé; b — eksponentinio augimo fazé; ¢ — stacionari fazé; d — mazéjimo faze [4]

IS pradziy mieliy lastelés auga, didé¢ja, prisitaiko prie aplinkos salygy. Tai prisitaikymo fazé.
Pradiné populiacija priklauso nuo uzs¢jamy mikroorganizmy skaiciaus. Kai mieliy lastelés prisitaiko
prie aplinkos salygy, ju populiacija pradeda sparciai augti. Tai eksponentinio augimo fazé, kuri labai
priklauso nuo aplinkos temperatiiros, amoniako, aminortgs¢iy ir kity maisto medziagy
koncentracijos, taip pat nuo istirpusio deguonies kiekio [4]. Kai lasteliy augimas sulétéja ir nusistovi
pastovus Igsteliy skai¢ius, prasideda stacionarioji mieliy lasteliy augimo fazé. Tai jvyksta dél kai kuriy
maisto medziagy trukumo. Prasidéjus mazéjimo etapui, gyvybingy mieliy 1gsteliy skai¢ius palaipsniui
mazeja, kol visiSkai iSnyksta. Aptartu metodu mielés vystosi vyno pramonéje, kitais atvejais néra

naudingas visiS$kas mieliy gyvybingumo sumaz¢jimas.

1.2.2. Bioetanolis ir jo panaudojimas

Etanolis, tai organinis junginys , kurj galima pagaminti cheminiu arba biocheminiu badu.
Etanolis gautas i§ biomasés fermentacijos proceso metu dar vadinamas fermentuotu etilo alkoholiu
arba bioetanoliu. Bioetanolis placiai naudojamas alkoholiniy gérimy, chemijos, farmacijos pramonéje,
taip pat Zinoma, kad jj galima naudoti, kaip atsinaujinantj transporto kura. Bioetanolis yra alternatyva
benzinui, pagamintam i§ senkanciy ir neatsinaujinanéiy naftos atsargy [7].

Atlikti tyrimai rodo, kad bioetanolio gamybai reikia maZiau energijos nei i$siskiria jam degant,
todél jis sékmingai gali bati taikomas, kaip atsinaujinantis kuras, taip sumazindamas naftos kuro

sunaudojima [7]. Bioetanolis dazniausiai gaminamas i§ daug cukraus ar krakmolo turin¢iy zaliavy.
12



Geriausios perspektyvos matomos, naudojant celiuliozines, lignoceliuliozines zaliavas ir tokias
atliekas, kaip popieriaus, ar bioskaidzios komunalinés atlieckos [8]. Tokiu atsinaujinanciy atlieky
panaudojimas suteikia ekonoming, ekologine naudg ir padeda spresti aplinkosaugos ir energetines
problemas.

Pasaulyje gaminant bioetanolj dazniausiai naudojamos zaliavos yra cukranendrés ir kukuriizai.
Lietuvoje bioetanoliui gaminti naudojamos gradinés kultiiros, cukriniy runkeliy atliekos ir bulvés.
Didziausios bioetanolio gamintojos 2017 metais yra Jungtinés Amerikos Valstijos, Brazilija ir

Europos Sajunga [9].

1.3. Zaliavos

Bioetanolio gamyboje gali buti naudojamos jvairios Zzaliavos. PaprasCiausios sudéties
angliavandeniai — monosacharidai: gliukozé, fruktozé, D — ksiloz¢é, manozé. Disacharidai: sacharozé,

maltoze, laktozé. Zaliavy struktiira pateikiama (7. 1.1 lentelé).

1.1 lentelé Mono- ir disacharidy $altiniai ir struktiira

Pavadinimas Saltiniai Struktiira
OH
Vaisiy ir uogy sultys. Augaluose,
Gliukoze poliml:riniu i:vidal}; - kr:kmolas. HOHO ° OH
OH
CHE%H oH
Fruktozé Vaisiai, darzoveés, uogos. HO
CH-0OH
OH
OH
D - ksilogé Mediena, pagrindinis hemiceliuliozés /\/:\/\
ksilano statybinis blokas. HO ; ~0
OH OH
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CH-OH

CH,OH
HA  QH ‘ ks
Sacharozé Cukranendrés, cukriniai runkeliai. HH H CH OHO D
H( 0 / CH,OH

|

H OH OH H
CH,OH CH,OH

(0] O

Lapuose, bulviy ir mieziy daiguose,
Maltoze ) . OH OH
susidaro krakmolo skilimo metu

OH O OH
OH OH
CH,OH
O._ OH
Laktozé Zinduoliy pienas OH
OH

Monosacharidus mielés geba naudoti tiesiogiai kaip anglies Saltinj bioetanolio sintezei.
Disacharidus visy pirma reikia suskaidyti iki tarpiniy produkty — monosacharidy. Sios zaliavos puikiai
tinka laboratoriniuose tyrimuose, analizuojant mieliy vystymasi ir bioetanolio gamybos
mechanizmus, atrenkant gamybai optimalias salygas, kurias véliau nesunku perkelti ;| pramoninius
procesus. Sacharozes turinCios zaliavos: cukranendrés ir cukriniy runkeliy atliekos placiai taikomos
pramoninéje bioetanolio gamyboje.

Zaliavos savo sudétyje turin¢ios polisacharidg krakmola: kukuriizai, griidinés kultiiros, bulvés
naudojamos pramoninéje bioetanolio gamyboje, taciau prie§ tai turi buti tinkamai apdorojamos.
Apdorojimo metu krakmolas turi bati hidrolizuojamas iki mazesniy, mono- ar disacharidy, tai
atliekama naudojant fermentus, tokius kaip amilazé ar gliukoamilazé [10]. Kitas placiai bioetanolio
pramong¢je taikomas polisacharidas yra celiuliozé.

Siuo metu viena i3 perspektyviausiy zaliavy bioetanolio pramonéje — augaly (lignoceliuliozing)
biomasé [11]. Norint bioetanolio gamybai panaudoti celiuliozés polisacharidg turinCias zaliavas, jas
reikia hidrolizuoti iki paprastyjy angliavandeniy naudojant fermentus, tokius, kaip celiulazé [12].

Bioetanolio gamybai naudojamos etaloninés augalinés kilmés atliekos. Tai gali biiti misko ir

medienos pramonés atliekos, zemés tkio atlicky biomasé. Norint atliekas panaudoti bioetanolio
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gamybai, reikia atlikti pirminio apdorojimo etapus, tokius kaip lignino paSalinimas i§ sausos biomasés

ar drégnos biomasés iSspaudimas[8].

1.3.1. Fermentali ir jy pritaikymas

Fermentai — baltymai, vykdantys biocheminiy reakcijy katalizatoriy funkcijg. Jie skirstomi j 6
pagrindines grupes, pagal vykdomy reakcijy tipa.
e Oksidoreduktazés — vykdo oksidacijos — redukcijos procesy katalize.
e Transferazés — vykdo funkciniy grupiy (metil-, acil-, amino- ar fosfatinés) pernasos
katalize.
e Hidrolazés — greitina (C-O, C-N, C-S) cheminiy ry$iy skaidyma, dalyvaujant vandens
molekuléms.
e Liazés — greitina (C-O, C-N, C-S) cheminiy ry$iy skaidymg, nedalyvaujant vandens
molekuléms. Gali suskaidyto rySio vietoje sudaryti dvigubus rySius.
e Izomerazés — greitina tos pacios molekulés vidumolekulinj persigrupavima.
e Ligazés — greitina C-O, C-S, C-N ar C-C kovalentiniy ry$iy susidarymg, tam
naudodamos ATP energija.
Bioetanolio gamyboje Zaliavoms apdoroti naudojami hidrolaziy klasés fermentai glikozidazes
— jos hidrolizuoja cheminiy rySiy angliavandeniuose skilimg. Glikozidazés daZniausiai naudojamos
krakmolo hidrolizei: a-amilaze, B-amilazé, glukan 1,4-a-glukozidazé (gliukoamilazé). Gliukoamilazé
(EC 3.2.1.3) hidrolizuoja (1—4) rysiais susietas a-D-gliukozés liekanas esanc¢ias prie neredukuojancio
oligosacharido galo, taip atskeliama g — D — gliukozé. Celiuliozés hidrolizei dazniausiai naudojamas
fermentas — celiulazé (EC 3.2.1.4). Celiulazé vykdo (1—4) - B — D — glikozidiniy rysiy celiuliozéje
endohidrolize [13].

1.4. Fermentacija pramon¢je

Siuo metu sparciai tobul¢ja biotechnologijos pramonés Sakos, tokios kaip farmacija,
fermentacija, zemés tikis ar chemijos pramoné¢. Pastaraisiais deSimtmeciais biotechnologiniy procesy
optimizavimas yra vienas svarbiausiy pramonés uzdaviniy. Siekiama iSlaikyti optimalias darbo

salygas, norint padidinti produkty iSeiga ir pagerinti kokybe [14]. Biocheminiy procesy kontrolé yra
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sunki uzduotis, todél, kad reikia uztikrinti tiksly jautriy mikroorganizmy reguliavimg, taip pat
negalima paveikti visos Igsteliy vidinés aplinkos, kKuri ir lemia biocheminiy procesy eiga [15].
Pramoninéje fermentacijoje dazniausiai naudojami trijy tipy darbo rezimai: pertraukiamas,

pertraukiamas su pamaitinimu ir nepertraukiamas [16].

Batch Fed batch Continuous
S S() —"X
x° ! X, S

X(t)
S(t)
P(t)

1.4 pav. Trys pagrindiniai fermentacijos tipai. pertraukiamas, pertraukiamas su pamaitinimu ir

nepertraukiamas [17]

Pertraukiama fermentacija gali biti naudojama farmacijoje, kai nereikia dideliy produkto
kiekiy. Tokiu atveju visas substratas j terp¢ sudedamas prie§ fermentacija, o po jos gautas produktas
pasalinamas (surenkamas). Nepertraukiama fermentacija naudojama pramoninése nuoteky valymo
sistemose, ar pieno pramongéje, taip pat gaminant margaring. Siuo atveju substratas tiekiamas ir
produktas Salinamas nenutriikstamai. Ekonomiskesnis yra pertraukiamas fermentacijos darbo rezimas
su pamaitinimu. Sio proceso metu substratas paduodamas j terpe tuomet, kai jo koncentracija
sumazéja, o produktas Salinamas tik proceso pabaigoje [16].

Pertraukiama fermentacija su pamaitinimu gali biti vykdoma keliais btdais, reguliuojant
maitinimo greitj i§ anksto nustatytu metodu arba naudojant grjztamojo rySio kontrole. DaZniausiai
naudojamas pastovus pamaitinimas, eksponentinis pamaitinimas arba ilgesnis pamaitinimas [18].
Pramoninio masto fermentacijos procesus yra daug sunkiau ir sudétingiau kontroliuoti, deél
limituojanciy veiklos salygy. Tod¢l, dazniausiai, pramongje procesus su pamaitinimu valdo Zzmonés
rankiniu biidu, naudodami sukauptg patirtj. Toks proceso valdymas ne visada biina vienodas ir todél

retai gaunami atsikartojantys proceso rezultatai [19].
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Norint gauti nuolat atsikartojancius fermentacijos su pamaitinimu rezultatus ir maksimaly
efektyvuma su maziausiomis jmanomomis sgnaudomis, stengiamasi, kad kuo maziau operacijy
reikéty atlikti zmonéms. Bioprocesy optimizavimas atlickamas naudojantis matematiniais modeliais,

apraSytais diferencinémis masiy balanso lygtimis [16].

1.4.1. Bioreaktoriai ir jy panaudojimas

Susiduriant su vis didesne konkurencija, bioprocesy optimizavimas yra geriausias pasirinkimas
norint sumazinti gamybos islaidas, atitikti saugos reikalavimus, padidinti proceso kokybg ir pagerinti
atsikartojimg. Mikroorganizmy savybiy tobulinimas ir terpés sudéties optimizavimas yra pirmieji
zingsniai diegiant naujus biotechnologinius procesus. Zvelgiant i§ inZinerinio valdymo srities pusés,
manoma, kad matematiniais modeliais pagrjstas procesy optimizavimas ir tiesioginiy veiklos salygy
kontrolés gerinimas yra tolimesnis Zingsnis optimizuojant pramoninés biotechnologijos procesus. Tai
atlikti galima naudojant bioreaktorius.

Bioreaktorius — jrenginys ar sistema, skirtas biologiskai aktyvios aplinkos palaikymui.
Bioreaktoriy dazniausiai sudaro indas, kuriame vyksta biocheminiai procesai. Jame gali vykti
aerobiniai ir anaerobiniai procesai.

Naudojant bioreaktorius su pakankamai tiksliais, klasikiniais, uzdaro ciklo valdymo metodais,
galima nustatyti optimalius proceso vykdymo parametrus pvz.: augimo terpés temperatiirg ir pH [20].
Be to, naudojant bioreaktorius, galima atsizvelgti j skirtinga procesy dinamika ir pritaikyti jiems
kontrolés metodus [21]. Kai kuriuose bioreaktoriuose galima tiesiogiai stebéti ir valdyti tokius
parametrus kaip slégj, istirpusio deguonies koncentracijg (aerobinémis salygomis), maiSymo greitj,
vykdyti pamaitinima, priklausant] nuo limitavimo substratu salygy. Kad buty galima prizitreti ir
kontroliuoti visus $iuos parametrus, reikalingos sudétingos bioreaktoriaus sistemos (Zr. 1.5 pav.)
Tokiems bioreaktoriams reikalingas ne tik stiklinis indas, bet ir ventiliavimo, maiSymo sistema,
jvairts elektrodai, pvz.: pH, istirpusio deguonies koncentracijai, temperatiirai matuoti, padavimo ir

valdymo sistemos, valdiklis ir kompiuteris reikalingiems duomenims apdoroti ir procesams valdyti.
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1.5 pav. Stiklinio bioreaktoriaus (EDF-5.3 1, Riga, Latvia) schema [21]

Toks modelinis bioreaktorius gali biti pritaikytas ir pramonéje, ir mokslo laboratorijoje.
Mokslinése laboratorijose modeliuojami darbo rezimai ir optimalios salygos, vykdomi eksperimentai,
kuriy metu stengiamasi sukontroliuoti ir kuo geriau atkartoti optimalias fermentacijos salygas, kad
biity gaunama didziausia produkty iSeiga. O pramonéje vykdomos specifinés mazo turio fermentacijos
norint gauti nedidelius tikslinio produkto kiekius arba siekiant sumodeliuotus procesus pritaikyti

didelio turio bioreaktoriuose.
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1.5.  Apzvalgos apibendrinimas

Projekte iSanalizuoti literatiros S$altiniai, kuriuose aprasomi su bioetanolio gamyba susije
procesai ir metodai. Visy pirma plaiau apibidinamos projekto metu naudojamos mielés — S.
cerevisae. Detaliai aptariamas vykdomo alkoholinés fermentacijos proceso reakcijos mechanizmas,
be kurio sunku biity suprasti bioetanolio gamybos eigg ir esmg.

Gaminant bioetanolj svarbu pasirinkti tinkamas zaliavas, literatiros apzvalgoje placiau
aptariami darbe naudojami mono- ir disacharidai. Supazindinama su Zaliavomis, kuriose gausu
krakmolingos ar lignoceliuliozinés zaliavos. Norint efektyviai panaudoti polisacharidais turtingas
zaliavas naudojami fermentai, todél rasto darbe apzvelgiama fermenty nomenklattra ir apibidinamos
naudojamy fermenty katalizuojamos biocheminés reakcijos.

Svarbu bioetanolio gamybos procesa kuo geriau pritaikyti pramonéje, todél literatiiroje
apzvelgiama, kokie pramoninés fermentacijos procesai jau yra taikomi. Optimizuojant terpés sudétj
ir perkeliant parametrus j pramoninius procesus naudojami modeliniai bioreaktoriai. Literatiiros

apzvalgoje pateikiami bioreaktoriy veikimo principai ir jy panaudojimo galimybés.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Aparatiira

Naudotos aparatiiros sgrasas:
Autoklavas ,,CertoClav;
Autoklavas ,,HMC Europe;*
Svarstyklés ,,Shimadzu®;
Svarstyklés ,,KERN;
Svarstykles ,,AXIS*
pH-metras ,,WinLab*;
Laminaras ,, Telstar BV-100°;
Spektrofotometras ,,Shimadzu UV-1280°;
Spektrofotometras ,,PG Instruments T80+
Magnetiné maiSyklé ,,Heidoph MR Hei-Tec*;
Magnetin¢ maisykle ,,IKA RH basic 2
Sakurinis maisytuvas ,,BiosanBioVortex V1,
Termostatas ,,Memmer IN 55¢;
Vandens vonelé ,,Biosan BWT-U*;
Kavos malimo aparatas ,,Scarlet SL-1545;
Staliné purtyklé — inkubatorius ,,Biosan ES-20%;
Gliukomatis ,,Roche, Accu-ChekActive*
Bioreaktorius ,,EDF-5.4*
Bioreaktoriaus valdiklis ,,BIO 4

Padavimo siurblys ,,Masterflex L/S*



2.2. Tyrimams naudotos medziagos

2.1 lentelé. Naudotos medziagos

Pavadinimas Cheminé formulé Gamintojas
Etilo alkoholis C2HsOH Stumbras, Lietuva
Gliukozé CeH1206 Biolife, Italija
Sacharoze C12H22011 Reachem s.r.o0., Slovakia
D-Ksilozé CsH100s SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Fruktozé CeH1206 SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Mieliy ekstraktas - SIGMA-ALDRICH, Vokietija
Sojy peptonas - Liofilchem, Italija
Sieros rigstis H2S04 Lach-Ner, Cekija
Natrio Sarmas NaOH POCh, Lenkija
Druskos ragstis HCI POCh, Lenkija

3

Kvieéiai ,,Famulus‘

UAB Dotnuva Baltic, Lietuva

Kvieciai ,,Etana“

UAB Dotnuva Baltic, Lietuva

Gliukoamilazé

SIGMA-ALDRICH, Vokietija

Celiulaze

SIGMA-ALDRICH, Vokietija
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2.3. Dehidratuoty mieliy Saccharomyces cerevisiae ampulés atidarymas

Tyrimams naudotos mielés S. cerevisiae 70424 Meyen ex E.C. Hansengautos i§ biologiniy
resursy banko DSMZ. Si mieliy kultiira gauta, izoliuota nuo aplinkos, patalpinta j specialia ampule,

kurioje sudarytas vakuumas (Zr. 2.1 pav.).

2.1 pav. Ampulé apsauganti iSdziovinta kultiira

Norint atgaivinti gautg mieliy kultiira, reikia tinkamai atidaryti ampule.

Atidarant atliekami veiksmai.

ISorinés ampulés antgalis pakaitintas liepsnoje (zr. 2.2 A pav.). Bitina dévéti apsauginius
akinius. Norint, kad stiklas suskilty, ant ampulés uzlaSinta keli lasai vandens (zr. 2.2 B pav.).
Naudojant pinceta, nuskelta stikliné ampulés vir§tné (Zr. 2.2 C pav.). Atsargiai pasalinta izoliuojanti

medziaga ir iSimta vidiné ampulé.
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2.2 pav. Ampulés atidarymo metodika

Trumpam iSimtas apsauginis kamstis laikytas steriliomis sglygomis, kol vidinés ampulés
vir§tiné buvo pakaitinta virs liepsnos (zr. 2.2 D pav.). Jlasinta 0,5 ml specialios kultiiros atgaivinimo
terpés (Zr. 2.2 E pav.), apsauginis kamstis grazintas atgal ir laukta 30 min.

Praéjus nurodytam laikui, méginys atsargiai iSmaiSytas ir perkeltas | mégintuvélj, kuriame yra
5 ml specialios terpés (Zr. 2.2 lentelé). I$ §io mégintuvélio buvo galima séti S, cerevisiae mieles j Petri

leksteles ar mégintuvélius.

2.4. Mieliy suspensijos gavimas

Mielés gautos dehidratuotoje formoje, jos atgaivinamos ir uzséjamos j Petri 1¢kSteles. Terpés
sudétis, reikalinga mieliy atgaivinimui, pateikiama (zr.2.2 lenteléje). Terpés pH sureguliuojamas iki
6,2 naudojant 0,1 N natrio $armo tirpalg ir 0,1 N sieros ragsties tirpalg. UzZsétos mielés augintos 25°C

temperatiiroje 24 val.
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2.2 lentelé Terpés reikalingos S. cerevisiae atgaivinimui sudétis

Komponentas Kiekis
Mieliy ekstraktas 39
Sojy peptonas 50
Salyklo ekstraktas 30
Gliukozé 10 g
Agaras 159
Distiliuotas vanduo 1000 ml

Po atgaivinimo, i§ Petri 1ékstelés paimta viena atskira Igsteliy kolonija (uzaugusi i§ vienos
lasteles) ir uzs¢jama i 5 ml skystos terpés. Skystos terpés sudétis pateikiama (Zr. 2.3 lenteléje). Mieliy
suspensija auginta 28°C temperatiiroje 24 val Taip paruostos mieliy Igstelés laikomos $aldytuve 4°C

temperatiiroje ir naudojamos atliekant tyrimus.

2.3 lentelé. Skystos terpés sudétis

Terpés komponentas Koncentracija g/l
Mieliy ekstraktas 3

Sojy peptonas 5

Gliukozé (ar kitas anglies Saltinis) 10

2.5. Bioetanolio gavimas naudojant skirtingus anglies Saltinius

Atliekant tyrimus anglies Saltiniais buvo naudoti mono- ir disacharidai: gliukoze, sacharoze,
fruktozé ir D-ksilozé. Terpés reikalingos S. cerevisiae auginimui sudétis pateikta (Zr. 2.3 lenteléje).
Ruosiant terpes anglies Saltinis ruostas atskirai, siekiant iSvengti gliukozés karamelizacijos. Terpés
pH nuo 4,7 iki 4,8 sureguliuotas 0,1 N natrio Sarmo tirpalu ir 0,1 N sieros rugsties tirpalu. Taip pat
paruostas pamaitinimo tirpalas 2,5g cukraus j 4 ml distiliuoto vandens. Tirpalai sterilizuoti autoklave
121°C temperatiiroje 15 min.

Atlikus sterilizavimg tirpalai sumaiSyti ir terpé su anglies Saltiniu iSpilstyta j 500 ml kiigines
kolbas po 245ml ir uzséta po 5 ml (2%) S. cerevisiae mieliy lasteliy suspensijos. Taip paruostas kolbos

turinys laikytas 28 °C temperattiroje 24 val maisant 180 aps/min greiciu.
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Praéjus 24 val kolba uzdengta specialiu kams¢iu su jstatytu fermentacijos vamzdeliu, kuris
uzpildytas distiliuotu vandeniu (zr. 2.3 pav.), kad i§ kolbos galéty iseiti CO>, tadiau oras nebepatekty.

Taip paruostas bandinys paliktas 72 val fermentacijai 28°C temperatiiroje, be maiSymo.

2.3 pav. Fermentacija kolboje su kams¢iu j kurj jstatytas fermentacijos vamzdelis

Po 72 val fermentacijos paimta 100 ml terpés distiliavimui. Vykdyta tiesioginé terpés

distiliacija, iSmatuotas gauto distiliato tairis ir tankis.

2.5.1. Tyrimy metu atlikti biomasés kiekio matavimai

Atliekant tyrimus, kuriy metu naudoti skirtingi anglies S$altiniai mono- ar di-sacharidai,
biomasés kiekio matavimai vykdyti du kartus. Pirmg karta mieliy biomasés kiekis vertintas po 24 val
nuo uzséjimo, o antrg kartag po 72 val alkoholinés fermentacijos. Optinis méginio tankis matuotas

spektrofotometru ties 600nm bangos ilgiu. Palyginamasis tirpalas buvo skysta neuzséta terpé.

2.6. Bioetanolio gavimas naudojant kviecius

Tyrimams naudoti dviejy tipy kviec¢iai ,,Famulus* ir ,,Etana®, kurie gauti i§ jmonés UAB
,,Dotnuva Baltic*. Tyrimy pradZioje kiekvienam eksperimentui atsverta po 25 g gridy. Jie susmulkinti
kavos malimo aparatu ir patalpinti j 500 ml tirio kiiging kolbg su §lifu. Kvieciai uzpilti 250 ml
distiliuoto vandens ir kaitinti 90°C 30 min nuolat maisant. Po kaitinamo méginiai atvésinti iki 50°C
temperatiiros ir sureguliuotas pH iki 5,2 — 5,3, naudojant 0,1 N natrio Sarmg ir 0,1 N druskos riigstj.

Nustacius tinkamg pH verte j ruoSiama terpg jpilta 0,25 ml gliukoamilazés fermento tirpalo.
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Kai ,,Famulus* kvie¢iy hidrolizé vykdyta naudojant dviejy tipy fermentus, jpilta 0,125 ml
gliukoamilazés fermento tirpalo ir 0,125 celiulazés fermento tirpalo.

Vykdyta fermentiné kvieciy hidrolizé patalpinant kolbg j 55°C temperatiiros vandens vonia, joje
laikyta 1 val. nuolat maiSant. Po hidrolizés kolbos turinys sterilizuotas 121°C temperatiroje 15 min.

Sterilizuotas kolbos turinys atvésintas po tekanc¢io vandens srove iki 30°C temperatiiros. | taip
paruostg terpe jpilta 0,5 ml S. cerevisiae mieliy suspensijos, kolba uzdengta specialiu kamséiu j kurj
jstatytas fermentacijos vamzdelis, uzpildytas distiliuotu vandeniu (zr. 2.3 pav.). Fermentacija vykdyta
72 val 28°C temperatiiroje, proceso metu stebéti nuolat i$ kolbos besiskiriantys oro burbulai.

Praéjus 72 val kamstis iSimtas, terpé nufiltruota per marle ir paimta 100 ml filtrato tiesioginiali

distiliacijai. ISmatuojamas distiliato turis ir tankis.

2.6.1. Fermenty tirpaly paruoSimas

Fermentiniai grudinés zaliavos hidrolizei naudoti dviejy tipy fermentai: gliukoamilazé ir
celiulazé. Gliukoamilazés fermentas atpalaiduoja B-gliukoze nuo krakmolo neredukuotojo galo.
Celiulazés fermentas hidrolizuoja B — 1,4 rySius celiuliozés grandinése, taip susidaro trumpesni
sacharidai, oligosacharidai ar p-gliukozé.

Ruosiant celiulazés tirpalg atsverta 20mg fermento ir iStirpinta 1 ml distiliuoto vandens.

Gliukoamilazes fermento tirpalas ruoStas atsveriant 40 mg fermento ir iStirpinant 1 ml distiliuoto

vandens

2.7. Bioetanolio gavimo optimizavimas bioreaktoriuje

Buvo atliktas bioetanolio gavimo eksperimentas naudojant 5 | bioreaktoriy (Zr. 2.4 pav.).
Tyrimui atlikti buvo parinkta gliukoze, nes ja naudojant kolboje gauta didZiausia bioetanolio iSeiga.
Visy pirma buvo paruosta 0,5 | S. cerevisiae mieliy suspensijos. Paruostos dvi kolbos po 250 ml, taip
pat, kaip aprasyta 2.4 skyriuje. Auginta 24 val, tada spektrofotometru iSmatuota biomasés
koncentracija.
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2.4 pav. Bioreaktorius ir valdiklis naudoti mieliy alkoholinei fermentacijai

Tuo pat metu paruosti terpés ir gliukozés tirpalai, kurie naudoti bioreaktoriuje. Ruosiama 3 1
terpés, kurios sudétis pateikta (Zr. 2.3 lentel¢je), tik gliukozes tirpalas ruostas didesnés koncentracijos.
Jos atsisverta 70 g, kad po inokuliato supylimo bendrame pradiniame fermentacijos turyje (3,5 I)
gliukozés koncentracija biity 20 g/l. Taip pat paruostas 1,7 1 gliukozés pamaitinimo tirpalas, kurio
koncentracija 0,55 kg/l. Tirpalai, terpé, bioreaktorius su elektrodais ir prijungtais vamzdeliais
sterilizuoti autoklave 121°C temperatiiroje 20 min.

Sterilus bioreaktorius statytas ant svarstykliy ir sujungtas su valdikliu. Prijungti 1 N sieros
rugSties ir 1 N natrio Sarmo tirpalai reikalingi pH sureguliavimui ir palaikymui. Alkoholinei
fermentacijai reikalingos anaerobinés sglygos, todél oro padavimo vamzdelis turi bati uzspaustas.

SuruoSus aparatiirg j bioreaktoriy supumpuota sterili terpe ir gliukozés tirpalas, sureguliuotas
pH 4,7. Nustatomas maiSymas 100 aps/min, temperatira 28°C, palaukta, kol davikiy (pH,
temperattiros) parodymai nusistovi. Galiausiai j bioreaktoriy supumpuota 0,5 I mieliy S. cerevisiae
suspensijos augintos 24 val. Taip pradétas vykdyti bioetanolio gamybos optimizavimo tyrimas.

Eksperimentas vykdytas apie 62 val.

2.7.1. Tyrimo metu atlikti matavimai

Atliekant bioetanolio gavimo optimizavimo tyrima, bioreaktoriuje, elektrodais stebéti, tokie
parametrai, kaip pH ir iStirpusio deguonies koncentracija. Dienos metu, kas 1 — 2 val imtas 6 ml terpés

meéginys. Paémus méginj nustatyta istirpusios gliukozés ir biomasés koncentracija.
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IStirpusios gliukozés koncentracijos nustatymas.
I§ bioreaktoriaus paimtas terpés méginys 21 kartg skiestas distiliuotu vandeniu ir iSmaisytas. |
gliukomatj (zr. 2.5 pav.) jstatyta vienkartiné matavimo juostel¢, ant jos uzlasintas 1 lasas paruosto

meéginio.

2.5 pav. Gliukomatis ,,Accu-Chek*

Gliukomatis rodo gliukozés koncentracija mmol/l. Naudojama gliukozés koncentracija iSreiksta
g/1, todél gautas rezultatas perskaiciuotas, padauginus is§ skiedimy skaiciaus ir i$ molinés masés 0,18
g/mmlo.

Biomasés kiekis nustatytas spektrofotometru ties 600 nm bangos ilgiu. Kaip palyginamasis
tirpalas naudota terpé be mieliy.

Fermentacijos metu, per 62 val i§ bioreaktoriaus paimti 4 méginiai po 120 ml etanolio
koncentracijai nustatyti. Etanolio koncentracija nustatyta paimant 100 ml terpés tiesioginei

distiliacijai. ISmatuotas gauto distiliato turis ir tankis.

2.8. Distiliavimas

Paimtas 100 ml tiriamojo méginio, jis supiltas j apvaliadugne distiliavimo kolba, kuri sujungta

su kita distiliavimo aparatira, kaip vaizduota paveiksle (Zr. 2.6 pav.). Kolbos turinys kaitintas,

ausinamame kondensatoriuje, tada surinkti distiliato surinkimo kolboje.
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2.6 pav. Distiliavimo aparatiira. 1 — Silumos Saltinis (dujinis degiklis); 2 — apvaliadugné kolba;
3 — distiliavimo galvuté; 4 — termometras; 5 — kondensatorius; 6 — ausinimo vandens j&jimas;

7 — ausinimo vandens i$éjimas; 8 — distiliato surinkimo kolba; 9 — distiliavimo lenktis

2.9. Etanolio koncentracijos nustatymas

Surenkama 30-50 ml distiliato, jis supiltas j sausg matavimo cilindrg tiksliam ttriui iSmatuoti.
[$matavus tiir] pamatuota tiriamojo méginio temperatiira, ji turi bati 20°C, jei tokia néra, tai méginys
atitinkamai paSildytas, arba atvésintas. Sureguliavus temperatira i matavimo cilindrg jmerktas
areometras. Areometras matavimo cilindre turi laisvai plaukti, neliesti nei dugno, nei sieneliy.

Areometru iSmatuotas distiliato tankis, pagal kurj nustatyta etanolio koncentracija.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Paveiksle (zr. 3.1 pav.) pateikiama bendra tyrimy schema. Vykdyti trijy tipy eksperimentai.
Oranzine spalva nurodyti tyrimai atliekami naudojant kvieCius, mélyna spalva Zzymi tyrimus
atliekamus kolboje su skirtingais anglies S$altiniais, pilka spalva nurodyti tyrimai atlickami 51
bioreaktoriuje. Zalia spalva Zzymi bendrus veiksmus ar medZiagas, naudojamus skirtinguose

eksperimenty etapuose.

Terpés
paruosimas

— (i) —>

Terpés
paruoSimas

I

an paebin
auginimas Papildomas . ..
anglies o bioreaktoriuje

@ = saltinis

Anaerobiné Biomasés
fermentacija nustatymas
kolboje

Gliukozés
koncentracijos
nustatymas

 Distiliavimas

4

Alkoholio
koncentracijos
nustatymas

3.1 pav. Bendra tyrimy schema
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3.1.  Bioetanolio gavimas naudojant skirtingus anglies Saltinius

Bioetanolis buvo gautas naudojant skirtingus anglies $altinius: gliukozg, sacharoze, fruktozg ir
D-ksiloze. Eksperimentai vykdyti ~96 val 28°C temperatiiroje, kai terpés pH 4,7 — 4,8. Tyrimy metu
buvo stebimas terpés Sviesos sugerties padidéjimas vykdant alkoholing fermentacija. Gauti Sviesos

sugerties rezultatai pateikti (zr. 3.2 pav.).

I,

Gliukozé Sacharozé Fruktozé D - ksilozé

[ S = S Y
o N b

Sviesos sugertis, O.V.

o N B OO

3.2 pav. Sviesos sugerties pokytis. Mélyna spalva — matavimai po 24 val auginimo; oranzin¢ spalva —

po 72 val alkoholinés fermentacijos

Pateikti duomenys rodo (Zr. 3.2 pav.), kad daZniausiai nepavyko iSvengti §viesos sugerties
padidéjimo. Dalis anglies $altinio, alkoholinés fermentacijos metu, buvo paversta j biomase. Gauti
duomenys naudojant gliukozg, sacharoze ir fruktoze gauti panasis, fermentacijos pabaigoje §viesos
sugertis apie 10 o.v. Anglies Saltiniu naudojant D — ksiloze stebimas Sviesos sugerties sumaz¢jimas
alkoholinés fermentacijos pabaigoje. Galima teigti, kad naudojant D — ksiloze, anaerobinémis
saglygomis, mieliy S. cerevisiae populiacija nedidéjo. Lyginant duomenis, gautus su D — ksiloze ir
kitais anglies Saltiniais, matyti, kad $is cukrus maziausiai tinkamas mieliy auginimui.

Pagrindinis tyrimo tikslas, gauti kuo didesne bioetanolio koncentracijg. Gauti bioetanolio
iSeigos duomenys pateikiami (zr. 3.3 pav.).
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3.3 pav. Bioetanolio koncentracija gauta naudojant skirtingus anglies Saltinius

I$ pateikty duomeny (zr. 3.3 pav.), matyti, kad didziausios bioetanolio koncentracijos gaunamos
naudojant gliukoze 2,82%. Maziausiai bioetanolio, tomis paciomis sglygomis, gauta naudojant D —
ksilozg 1,29%. Gauti rezultatai naudojant sacharoze ir fruktoz¢ buvo panasis, tadiau tinkamesnis
anglies $altinis buvo sacharozé.

Bendri rezultatai rodo, kad sudétinga pasiekti didesne nei 3% bioetanolio koncentracijg.
Lyginant su kitais literatiiros $altiniais, naudojant S.cerevisiae mieles bioetanolio iSeiga turéty siekti
iki 10 % Taip pat pastebima, kad gautos reikSmés néra labai tikslios, nes eksperimentiniai duomenys
i§sibarste, t. y. turi santykinai nemaZzas paklaidas. Paklaidos gali iSaugti, dél skirtingo mieliy lasteliy
kiekio pradinéje suspensijoje, arba distiliavimo klaidy.

[$analizavus duomenis, galima teigti, kad tinkamiausias anglies saltinis bioetanoliui gauti buvo

gliukozé. Todél, Sis cukrus pasirinktas tolimesniems tyrimams bioreaktoriuje.

3.2.  Bioetanolio gavimas naudojant grtdus

Bioetanolio gavimo tyrimams naudojami dviejy tipy kvie€iai ,,Famulus® ir ,,Etana“. Norint, kad
mielés galéty sintetinti bioetanolj, visy prima kvieCiuose esantys angliavandeniai turi biiti
hidrolizuojami. Pirmuosiuose eksperimentuose hidrolizei naudojamas fermentas — gliukoamilazeé,
kuri skaido krakmolingg zaliava | smulkesnius cukrus. Tyrimai vykdomi, kai terpés pH 5,2 — 5,3.
Bioetanolio gavimo rezultatai pateikiami (zr. 3.4 pav.).
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3.4 pav. Bioetanolio koncentracija gauta naudojant grudus ir gliukoamilazés fermentg

I§ pateikty duomeny, matyti (zr. 3.4 pav.), kad didesné bioetanolio iSeiga gauta naudojant
,Famulus®“ tipo kvie¢ius 4,68%. Naudojant Siuos griidus, gaunama bioetanolio koncentracija yra
didesné nei naudojant gryng anglies Saltinj. Tokie rezultatai, kelia hipoteze, kad kvieciy hidrolizés
metu terpéje susidaro didesné mono- ir disacharidy koncentracija, nei kad naudojama pirmuose
eksperimentuose.

Kai tyrimams naudojami ,,Etana“ tipo kvieciai, gauti rezultatai (4,11%) labai panasiis, | gautus
naudojant gryng gliukoze. Reikia pabrézti, kad griidus naudojant, kaip Zaliava bioetanoliui gauti,
nenaudojami jokie papildomi terpés komponentai. Taigi, ekonomiSkai naudinga bioetanolio gamyboje
naudoti griidines zaliavas.

Gridinés zaliavos savo sudétyje turi ne tik polisacharidg krakmola, bet ir celiuliozés, todél,
norint kuo efektyviau iSnaudoti Zaliava, buvo vykdomi kiti eksperimentai. Jiems pasirinkti kvieciai
,,Famulus®, nes su jais gaunama didZiausia bioetanolio iSeiga. Siy kvie¢iy hidrolizei nuspresta naudoti
dviejy tipy fermentus: gliukoamilaze ir celiulaze vienu metu. Siuo atveju, gliukoamilazés fermento
pilta 0,125ml. Gauti rezultatai palyginti su pirmaisiais, kuriuose naudoti ,,Famulus* tipo gradai (.
3.5 pav.).
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3.5 pav. Bioetanolio iSeiga i§ ,,Famulus® kvieciy, hidrolizei naudojant skirtingos sudéties fermenty

tirpalus

Abiejy eksperimenty metu gautos bioetanolio koncentracijos panaSios, taciau didesne
bioetanolio koncentracija terpéje galima pasiekti naudojant vien gliukoamilazés fermenta. Naudojant
abu fermentus, gliukoamilazés pilta per pus maziau, todél galime teigti, kad celiulazé taip pat tinkamas
fermentas griidy hidrolizei ir jj galima sékmingai taikyti bioetanolio gamyboje, kai siekiama kuo
geriau jsisavinti gridinés kultiiros Zaliavas.

[$analizavus visus tyrimus, buvo pastebéta, kad atliekant tyrimus su mono- ir disachridais
rezultatai varijuoja, tatiau procentiné bioetanolio iSeiga nebuvo didelé. Siuose tyrimuose skirtingi
sacharidai naudoti tais paciais kiekiais — 10 g/l.

Vykdant eksperimentus su kvieCiais naudota zaliavos koncentracija — 100 g/l. Tiksliai
nenustatyta, kiek mieléms tinkamy sacharidy susidaré kvie€iy hidrolizés metu, bet buvo daroma
prielaida, kad jy koncentracija virsijo 10 g/, todél buvo gauta didesné bioetanolio iSeiga. | $ig prielaida
atsizvelgta ruoSiantis bioetanolio gavimo optimizavimo tyrimams bioreaktoriuje. Vykdant
eksperimentg bioreaktoriuje, pasirinkta pradiné gliukozés koncentracija — 20 g/l, buvo didesné, nei

naudota kolbose.
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3.3.  Bioetanolio gavimo optimizavimas bioreaktoriuje

Bioetanolio gavimo optimizavimo tyrimas vykdytas 5 | talpos bioreaktoriuje ,, EDF-5.4*. Siam
tyrimui, kaip anglies Saltinis naudota gliukozé, jos pradin¢ koncentracija terpeje buvo 20,79 g/l.
Eksperimentas vykdytas anaerobinémis salygomis, létai maiSant — 100 aps/min greiciu, 28°C
temperattiroje. Sureguliuotas terpés pH palaikomas nuo 4,7 iki 5,1. Alkoholiné fermentacija

bioreaktoriuje pavaizduota (Zr. 3.6 pav.).

3.6 pav. Alkoholiné fermentacija bioreaktoriuje ,,EDF 5.4

Bioreaktoriy ir kai kuriuos jame vykstancius procesus galima stebéti, bei valdyti tiesiogiai arba
nuotoliniu biidu. Stebint i§ bioreaktoriaus iSeinancio CO2 kiekj, galima jvertinti, kiek gliukozeés
suvartojama. Naudojantis tokiomis bioreaktoriaus galimybémis, nakties metu buvo galima vykdyti
pamaitinimg gliukoze, ar sureguliuoti sumazéjusj pH.

Vykdytos fermentacijos tipas — pertraukiama su pamaitinimu. Gliukozé buvo pumpuojama j
bioreaktoriy, palaikant tam tikra anglies Saltinio koncentracija. Palaikoma gliukozés koncentracija
buvo kei¢iama, priklausomai nuo fermentacijos eigos. Gliukozés koncentracijos duomenys pateikti

(Zr. 3.7 pav.).
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3.7 pav. Gliukozés koncentracijos kitimas alkoholinés fermentacijos metu

I$ pateikty duomeny (Zr. 3.7 pav.), matyti, kad gliukozés koncentracija fermentacijos pradzioje
20,78 g/1. Per pirmas 2 val ji sumazéjo tik keliais gramais. Matavimai buvo vykdomi tik dienos metu,
mieliy S. cerevisiae uzséjimas ] bioreaktoriy atliktas 19 val, todél paveiksle matomas matavimy
trukumas.

Buvo planuota, kad 20 g/l gliukozés koncentracijos uzteks ilgesniam laikui, taciau per 14 val
jos suvartota kur kas daugiau, nes nakties metu teko pradéti pamaitinimg. Bendras gliukozés, sudétos

] terpe, kiekis pateikiamas (Zr. 3.8 pav.)
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3.8 pav. Bendro, supumpuoto j bioreaktoriy, gliukozés kiekio priklausomybé nuo laiko

Gliukozés supumpavimo duomenys buvo tikslinami kas 1 min, todél galime stebéti bendra
gliukozes kiekio kitimo vaizdg visos fermentacijos metu.

Po 14 val fermentacijos gliukozés koncentracija tebuvo 1,28 g/l, nors tokiu metu j terpg jau buvo
sudéta 135 g cukraus, tai dvigubai didesnis kiekis, nei pradinis. Sprendziant i§ gliukozés suvartojimo
mielés S. cerevisiae gyvybingos ir sparé¢iai vykdo alkoholing fermentacijg.

Nuo 14 iki 26 fermentacijos valandos gliukozés koncentracija kinta nuo 9 g/l iki 22 g/l.
Antrosios fermentacijos nakties metu buvo supumpuota 414 g gliukozés. Toks didelis kiekis
supumpuotas pasirinkus per didelj gliukozés pumpavimo greitj. Atlikus gliukozés koncentracijos
matavimus 37-3ja fermentacijos valanda, nustatyta, kad terpéje buvo 65 g/l gliukozés. Nuo 37-tos
fermentacijos valandos gliukozé j bioreaktoriy nebepumpuota. Stebétas gliukozés koncentracijos
mazéjimas iki alkoholinés fermentacijos pabaigos 62-0s valandos.

Vykdant fermentacijg bioreaktoriuje, buvo stebéta i§ bioreaktoriaus iSeinanciy dujy sudétis.
Naudojant Siuos duomenis, nakties metu buvo galima spresti apie bioreaktoriuje vykstanc¢ius procesus.
I$ bioreaktoriaus iSeinancio CO2 signalas nesuteiké daug informacijos. Verta apzvelgti O2 sensoriaus

signalg i$ bioreaktoriaus iSeinanciose dujose, jis patektas (Zr. 3.9 pav.)
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3.9 pav. Deguonies koncentracijos, i§ bioreaktoriaus iSeinan¢iose dujose, kitimas laike

Pateiktame paveiksle (Zr. 3.9 pav.) matyti deguonies koncentracijos, 1§ bioreaktoriaus
iSeinanciose dujose, kitimas laike. Proceso pradzioje matoma 21% deguonies koncentracija, kuri
atitinka jos koncentracija ore. Fermentacijai jsibégéjant, didéjant deguonies suvartojimui i$siskiriantis
vis didesnis CO:z dujy kiekis i$stumia deguonj i§ vamzdelio kuriuo teka iSeinancios dujos. Per 9 val.
O2 koncentracija nukrito iki 1,7% ir staigiai vél pradéjo kilti. Buvo Zinoma, kad naudojami vamzdeliai
,,Masterflex Silicone (platinum-cured) yra pralaidis deguonies molekuléms, todél 0% deguonies
koncentracija viso proceso metu nebuvo pasiekta. Deguonies molekulés nuolat difundavo per
vamzdelio sieneles | jo vidy, todél sensoriuje fiksuojama maziausia deguonies koncentracija 1,5%.
Fermentacijos proceso metu, jau po 9 val. gliukozés koncentracija buvo sumazéjus, CO2 dujy
skyrimasis sulétéjo, todel padidéjo Oz difuzija per vamzdelj ir apie 10 fermentacijos valanda
sensoriuje matomas deguonies koncentracijos padidéjimas iki 9-10%. Vadovaujantis Sio sensoriaus
teikiamais duomenimis, buvo galima nustatyti ar terpéje netriiksta anglies Saltinio.

Vykdant bioetanolio gavimo optimizavimo tyrimg bioreaktoriuje, buvo stebéti terpés §viesos

sugerties poky¢iai (zr. 3.10 pav.).
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3.10 pav. Sviesos sugerties priklausomybé nuo laiko

Analizuojant pateiktus duomenis (Zr. 3.10 pav.), matyti, kad per pirmasias 14 valandy $viesos
sugertis padidéjo nuo 1 iki 14 optiniy vienety. Alkoholinés fermentacijos pradZioje stebéta
logaritminio augimo fazé, kuri po 20 val peréjo j stacionarig fazg. Nuo 37 val matyti terpés optinio
tankio sumazéjimas, jis atsirado dél tuo metu pasiektos didelés 65 g/l gliukozés koncentracijos. Verta
paminéti, kad Sviesos sugerties sumaze¢jimas jvyko ne dél lgsteliy Zities, o d¢l prasiskiedusios terpes,
nes tuo metu nuo 26 iki 37 val buvo supumpuota apie 900 ml gliukozés tirpalo. Tuo metu, kai stebimas
Sviesos sugerties sumazéjimas mieliy lastelés toliau dalijosi, jy koncentracija augo, tiesiog ne taip
sparciai, kaip eksponentinio augimo fazéje. Papildomai buvo supumpuota Fermentacijos pabaigoje,
kai gliukozés koncentracija sumazejo iki 5,74 g/l Sviesos sugertis pasieke stacionarios fazés riba vir§
16 optiniy vienety. Vykdant §j eksperimentg mieliy S. cerevisiae zuvimo fazé nebuvo pasiekta.

Pagrindinis darbo tikslas gauti kuo didesne¢ bioetanolio koncentracija. Buvo imti 4 méginiai
etanolio koncentracijai nustatyti. Méginiai distiliuoti, iSmatuotas jy tankis areometru 20°C
temperatiiroje, kuris perskaiCiuotas j procenting etanolio koncentracijg. Laikytasi prielaidos, kad

fermentacijos pradZioje etanolio koncentracija 0%. Tyrimo rezultatai pateikti (zr. 3.11 pav.).
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3.11 pav. Etanolio koncentracijos kitimas laike

I§ pateikty duomeny (Zr. 3.11 pav.), matyti, kad jau po 21 val bioetanolio koncentracija pasieké
3,7%. Eksperimentus vykdant kolboje tokia bioetanolio koncentracija pasiekiama tik po 72 val
alkoholinés fermentacijos. Bioetanolio koncentracija didéjo tiesiskai. Vienas matavimas po 46 val
fermentacijos yra labiau nukrypg¢s nuo tiesés, nes ten mieliy vystymasis buvo $iek tiek sulétéjes, dél
iki 65 g/l padidéjusios gliukozés koncentracijos. Nuo 35 val | terpg gliukozés nebepridedant pamazu
Jos koncentracija normalizavosi ir tyrimo pabaigoje pasiekta bioetanolio koncentracija gauta didesné
nei tikétasi. Daugiausia produkto mielés S. cerevisiae pagamino augimo fazéje, nes §i fazé reikalauja
didZiausiy energijos kiekiy. Alkoholinés fermentacijos pabaigoje (po 62 val) etanolio koncentracija
pasieke 9,62%. Tyrimo pradZioje tikslas buvo pasiekti 10 % etanolio koncentracija, todel po 62 val
gavus 9,62% nuspresta nutraukti fermentacija nesulauktus 72 val.

Analizuojant duomenis buvo palyginti teoriniai ir praktiniai etanolio iSeigos rezultatai. Teoriniai
duomenys gauti suskai¢iavus, kiek maksimaliai etanolio galéjo susidaryti i§ panaudotos grynos
gliukozés, priimant iSeigos koeficienta 0,51 apskaiciuotg pagal reakcijos alkoholinés fermentacijos
cheminés reakcijos lygtj. Praktiné¢ etanolio iSeiga apskaiCiuota gautus etanolio koncentracijos
duomenis pritaikius bioreaktoriaus tdriui ir suvartotam gliukozés kiekiui. Palyginimo rezultatai

pateikiami (zr. 3.12 pav.).
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® Praktiné e Teoriné

3.12 pav. Teorinés ir praktinés bioetanolio iSeigos palyginimas

Palyginus duomenis (zr. 3.12 pav.), matyti, kad praktiniai ir teoriniai duomenys yra panasts.
Praktiné bioetanolio iSeiga tik nezymiai mazesné, nei teoriné. Duomenys patvirtina, kad mielés S.
cerevisiae puikiai tinka alkoholinei fermentacijai vykdyti, jas naudojant galima gauti maksimalius
bioetanolio iSeigos kiekius. Fermentacija bioreaktoriuje vykdyta tik vieng karta, todél suprantama,
kad duomeny rezultatai gali turéti nemazas paklaidas. Norint patvirtinti gautus rezultatus reikéty
fermentacija kartoti bent 3 kartus, kad biity galima apskaiciuoti standartines paklaidas.

Vienos fermentacijos bioreaktoriuje metu pasiekta didesné bioetanolio iSeiga, nei vykdant
eksperimentus kolboje kelis ménesius. Stengiantis apibendrinti rezultatus, pastebéta, kad vykdant
alkoholing fermentacijag kolboje, buvo naudojama per maZa gliukozés koncentracija. Norint
i$siaiskinti alkoholinei fermentacijai tinkamiausig gliukozés koncentracija, buvo toliau analizuoti
duomenys i3 bioreaktoriaus. Siam tikslui bioreaktoriuje gliukozés koncentracija buvo kei¢iama, viena
laiko tarpg buvo palaikoma zemesné, kita aukStesné. Naudojantis sukauptais duomenimis
apskaiCiuotas produkto gamybos greitis, normalizuotas vienam gramui biomasés, kuris pateiktas

priklausomybéje nuo gliukozés koncentracijos (2. 3.13 pav.).
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3.13 pav. Bioetanolio gavimo grei¢io, normalizuoto vienam gramui biomasés, priklausomybé nuo

gliukozés koncentracijos terpéje

Grafike (zr. 3.13 pav.) abscisiy aSyje pateikiama gliukozés koncentracija g/1, o ordinaciy aSyje
matomas bioetanolio gamybos greitis. I$ pateikty duomeny, matyti, kad bioetanolio santykinis arba
normuotas vienam biomasés vienetui gamybos greitis g/(g(biomasés)*val) didziausias, kai terpéje
gliukozés koncentracija 10 — 30 g/I. Terpé¢je palaikant didesng, nei 40 — 50 g/l gliukozés koncentracija
produkto gavimo greitis spar¢iai mazéja.

Apibendrinant, galima teigti, kad tiriamiesiems eksperimentams naudojant modelinj
bioreaktoriy galima daug greiciau gauti patikimus duomenis apie vykstancius procesus. Svarbu ir tai,
kad naudojant bioreaktoriy galima nepertraukiamai stebéti ir valdyti vykstanéius procesus, vienos
fermentacijos metu galima iStirti ne vienas salygas, o keleta. Atlikus fermentacijg bioreaktoriuje buvo
nustatytos tinkamiausios gliukozés koncentracijos terpéje ribos. Bioetanolio gamyba sutrumpinta 10

val lyginant su eksperimentais vykdytais kolboje ir per tg laika pasiekta 3-4 kartus didesné produkto
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iSeiga. Vykdant eksperimentus kolboje, tyrimai trunka ilgiau, gaunama maziau duomeny, nes
atliekami tik keli matavimai. Tyrimai kolboje turi ir savus pranasumus, reikalauja maziau priezitiros,
naudojami mazesni kiekiai reagenty, taip pat nesudétinga palyginti duomenis, kai norima atrinkti
tinkamiausig anglies Saltinj.

Vykdant tolesnius darbus verta ir toliau derinti $iuos abu tyrimo metodus. Taciau svarbu

gaunamus rezultatus stengtis susieti tarpusavyje, kad biity kuo geriau iSaiskinti gaunami rezultatai.
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4. REKOMENDACIJU DALIS

Bioetanolio gamybos optimizavimas padéty spresti aplinkosaugines problemas, sumazinty
iSkastinio kuro naudojima. Optimizuojant gamyba svarbiausia parinkti tinkamg zaliava, ji turi biti
pigi, lengvai transportuojama, taip pat svarbu, kad is jos biity gaunama kuo didesné produkto iSeiga.
Etaloniné Zaliava bioetanoliui gauti: Zemés tkio, miSko ar popieriaus, bei komunalinés atliekos.
Parinkus Zaliavas, svarbu pritaikyti gamybos salygas, kad bity padidinta produkto i$eiga. Siam tikslui
pasiekti, rekomenduojama laboratorinius tyrimus kolboje pratesti naudojant modelinius bioreaktorius.

Bioetanolio gamyboje svarbu ne tik zaliavos, reikalingi tinkami mikroorganizmai, jie turi greitai
ir efektyviai gaminti produkta. Svarbu, kad naudojami mikroorganizmai biity kuo atsparesni
didesnéms bioetanolio koncentracijoms terpéje, tai galima pasiekti naudojant geny inzinerijos
metodus, kuriant ir tobulinant naujus mikroorganizmy kamienus.

Brangiausias ekonominiu poziiiriu yra bioetanolio gryninimo etapas. Norint gauti kokybiSka
bioetanolj reikia pasiekti didelj jo grynuma, Siam tikslui rekomenduojama derinti kelis gryninimo
etapus, tokius, kaip koncentravima, rektifikacija ir etanolio dziovinimas naudojant molekuliniy Siety
sistema.

Pateiktoje (Zr. 4.1 pav.) bioetanolio gavimo aparatirinéje schemoje nurodyti pagrindiniai
jrenginiai, kuriuos rekomenduojama naudoti pramonéje, gaminant bioetanolj. Visy pirma (Zr. 4.1. (1)
pav.) reikalingos talpos, kuriose turi bati sandéliuojamos Zaliavos, $iuo atveju — griidai. Zaliavas
rekomenduojama susmulkinti, sumalant (Zr. 4.1. (2) pav.). Griidai — krakmolinga Zaliava, todél
suskystinimo bioreaktoriuje (zr. 4.1.(3) pav.) jie veikiami a-amilazés fermentu, kuris suskaido
krakmolg j mazesnius sacharidus. Sucukrinus zaliavg pereinama prie mieliy S. cerevisiae
fermentacijos bioreaktoriuje (Zr. 4.1.(4) pav.), Siame etape dar pridedama kito fermento
gliukoamilazés, kuris suskaido likusius didesnius sacharidy fragmentus iki mono- ar disacharidy.
Siekiant gauti kuo mazesnius produkto nuostolius dujos iSeinancios i§ bioreaktoriaus valomos etanolio
absorberyje (Zr. 4.1.(5) pav.) ir taip produktas grgzinamas j tolesnj gamybos ciklg. Kulttiriné terpé i$
bioreaktoriaus toliau keliauja | koncentravimo kolong (zr. 4.1.(6) pav.), Cia atiteka ir vandens —
etanolio mi$inys i$§ absorberio. Koncentravimo ir rektifikavimo (zr. 4.1.(7) pav.), kolonose vykdomas
misinio paskirstymas paremtas nevienoda komponenty virimo temperattra. I$ rektifikavimo kolonos
dalis griidy Zliaugty grazinama j proceso pradzig, taip papildant terpe maisto medziagomis. Galiausiai
gautas distiliatas keliauja } molekuliniais sietais paremtg etanolio dziovinimo sistema (zr. 4.1.(8) pav.).

Produktas gautas rekomenduojamos gamybos metu turéty biiti ne maZzesnio nei 95% grynumo.
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ISVADOS

Bioetanolis gautas 1§ skirtingy monosacharidy ir disacharidy. Didziausia etanolio
koncentracija gauta naudojant gliukozg 2,82%.

Gaminant bioetanol;j i§ ,,Famulus* tipo kvie¢iy gauta didesné produkto koncentracija 4,68%,
nei naudojant ,,Etana‘“ tipo kviecius 4,11%.

Ivykdzius alkoholing fermentacija 5 1 talpos bioreaktoriuje per 62 val pasiekta bioetanolio
koncentracija 9,62%.

Nustatyta bioetanolio iSeigos grei¢io, normalizuoto vienam gramui biomasés, priklausomybé
nuo gliukozés koncentracijos terpéje. Bioetanolis greiCiausiai kaupiasi, kai terpéje gliukozés

koncentracija 10-30 g/I.

46



LITERATUROS SARASAS

HAHN-HAGERDAL, B., M. GALBE, M.F. GORWA-GRAUSLUND, G. LIDEN ir G.
ZACCHI. Bio-ethanol — the fuel of tomorrow from the residues of today. Trends in
Biotechnology [interaktyvus]. 2006, 24(12), 549-556 [zitréta 2017-04-05]. Prieiga per:
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2006.10.004

PUKALSKAS A. Naujausiy moksliniy pasiekimy maisto produkty biotechnologijos srityje
moksliné studija “Maisto gamybos biotechnologija” [interaktyvus]. Kauno technologijos
universitetas, 2007 [zitréta 2017 - 02 -05]. Prieiga per:
http://molbio.vdu.lt/medziaga/Pukalskas/Maisto_biotechnologija_naujas.pdf

. LUKOSIENE I.P. ir E. KUTORGA. Mikrobiologijos laboratoriniai darbai. Vilnius, 2014.
ISBN 978-609-459-339-0

. ZAMORA F. Biochemistry of Alcoholic Fermentation. Wine Chemistry and Biochemistry
[interaktyvus]. Springer, New York, 2009, 3-22 [ziuréta 2018-01-10]. Prieiga per:
https://doi.org/10.1007/978-0-387-74118-5_1

KOSHLAND JR. D. E. ir F. H. WESTHEIMER Mechanism of Alcoholic Fermentation. The
Fermentation of Glucose-1-C!* [interaktyvus]. J. Am. Chem. Soc. 1950, 72, 3383-3388
[zitréta 2018-02-10]. Prieiga per: DOI: 10.1021/ja01164a018

. CHELLAPANDI P. Laboratory Manual in Industrial Biotechnology. Pointer Publishers,
2007. ISBN-13: 978-8171324880

. SEUNGDO K. ir D. E. BRUCE. Global potential bioethanol production from wasted crops
and crop residues [interaktyvus]. Biomass and Bioenergy 2004, 26(4) 361-375 [ZiGréta
2018-02-10]. Prieiga per: doi:10.1016/j.biombioe.2003.08.002

HOSSAIN, N., J. HAJI ZAINI, T. MAHILIA. A Review of Bioethanol Production from
Plant-based Waste Biomass by Yeast Fermentation [interaktyvus]. International Journal of
Technology, 2017, 8(1) [zitiréta 2018-03-15]. Prieiga per: DOI:
https://doi.org/10.14716/ijtech.v8i1.3948

. STATISTA The Statistics Portal [interaktyvus]. 2017 [zitréta 2018-05-05]. Prieiga per:

https://www.statista.com/statistics/281606/ethanol-production-in-selected-countries/

47


https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2006.10.004
http://molbio.vdu.lt/medziaga/Pukalskas/Maisto_biotechnologija_naujas.pdf
https://doi.org/10.1007/978-0-387-74118-5_1
https://doi.org/10.14716/ijtech.v8i1.3948
https://www.statista.com/statistics/281606/ethanol-production-in-selected-countries/

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

SANCHEZ, O. J. ir C. A. CARDONA. Trends in biotechnological production of fuel
ethanol from different feedstocks [interaktyvus]. Bioresource technology, 2008,19, 5270-
5295 [zitréta 2018-01-10]. Prieiga per: DOI: 10.1016/j.biortech.2007.11.013

HOSSAIN, N. ir R. JALIL. Sugar and Bioethanol Production from Oil Palm Trunk (OPT)
[interaktyvus]. Asia Pacific Journal of Energy and Environment, 2015, 2(2),89-92 [Zitréta
2018-05-05]. Prieiga per: DOI: http://dx.doi.org/10.18034/apjee.v2i2.727

XIANGYANG, L. ir K. CHANDRAKANT. Chapter 11 - Microbial Enzymes of Use in
Industry [interaktyvus]. Academic Press, 2017, 267-298 [zitréta 2018-05-05]. Prieiga per:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803725-6.00011-X

ExplorEnz — The Enzyme Database [interaktyvus] 2001 [zitiréta 2018-05-15]. Prieiga per:

http://www.enzyme-database.org

SCHMIDT, F. R. Optimization and scale up of industrial fermentation processes
[interaktyvus]. Applied Microbiology and Biotechnology, 2005, 68, 425-435 [Zzitaréta 2018-
01-05]. Prieiga per: DOI: 10.1007/s00253-005-0003-0

RANI, K. Y. ir V. S. R. RAO. Control of fermenters—A review Bioprocess Engineering
[interaktyvus]. Bioprocess and Biosystems Engineering, 1999, 21(1), 77-88 [ziaréta 2017-
05-05]. Prieiga per: DOI: 10.1007/PL00009066

YUZGEC U., M. TURKER ir A. HOCALAR. On-line evolutionary optimization of an
industrial fed-batch yeast fermentation process [interaktyvus]. ISA Trans, 2009, 48(1), 79-
92 [zitréta 2018-01-10]. Prieiga per: doi: 10.1016/j.isatra.2008.09.001

DIAZ-MONTANO, D. M. Continuous Agave Juice Fermentation for Producing Bioethanol
[interaktyvus]. Open access peer-reviewed chapter, 2013, 8(4), 1-22 [Zitréta 2018-01-10].
Prieiga per: http://dx.doi.org/10.5772/55923

NEELEMAN, R. Biomass performance: Monitoring and control in bio-pharmaceutical
production. The Netherlands: University of Wageningen; 2002. ISBN 90-5808-733-6
KRISTENSEN, N.R Fed-batch process modeling for state estimation and optimal control.
Copenhagen, 2002. ISBN 87-90142-83-7

ALFORD, J. S. Bioprocess control: advances and challenges [interaktyvus]. Computers &
Chemical Engineering. 2006, 30(10), 1464—1475 [ziuréta 2018-05-01]. Prieiga per: DOI:
10.1016/j.compchemeng.2006.05.039

GALVANAUSKAS, V., O. GRIGS, J. VANAGS, K. DUBENCOVS, V. STEPANOVA.

Model-based optimization and pO2 control of fed-batch Escherichia coli and

48


http://dx.doi.org/10.18034/apjee.v2i2.727
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803725-6.00011-X
http://www.enzyme-database.org/
http://dx.doi.org/10.5772/55923

Saccharomyeces cerevisiae cultivation processes [interaktyvus]. Eng. Life Sci. 2013, 13(2),
172-184 [ziuréta 2017-04-05]. Prieiga per: https://doi.org/10.1002/elsc.201200012

49



