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 תקציר
 

לעליה בשימוש בדלק  וואיכותם הביאהגידול באוכלוסיית העולם עם העלייה בתוחלת החיים 

כמו כן זהו , קט החממהתחלואה והגדלת אפ, שימוש בדלק מאובן גורם לזיהום אוויר. מאובן

  .דלקים-ביוה חשיבות רבה במעבר לשימוש באנרגיה מתחדשת ושניולכן  משאב מתכלה

אתנול ניתן להפיק ממספר מקורות -ביו .אתנול הוא הדלק המתחדש הנפוץ בעולם לתחבורה-ביו

פתרון  להוות  יכול אתנולשימוש באצה כחומר גלם להפקת . קני סוכר ואצות, פחמן כגון תירס

בעבודה השתמשנו . ומים מתוקים כיוון שאצות גדלות בים ואינן צורכות שטחי חקלאות סביבתי

יש כמות גדולה של  Ulva sp.-ל. כמקור פחמן להפקה של אתנול (חסנית) .Ulva sp ןזבאצה מ

  .הוא גדולמנה סוכרים ופוטנציאל הפקת האתנול מ

האתגר הראשון הוא הקושי בפרוק . הפקת אתנול מאצותבידע פערי המחקר בא לענות על שני 

סוכרים שאותם מסוגלים ל ,והמיצלולוזצלולוז  כגון ,מפחמימות מורכבות התא הבנוידופן ה

לפיכך חלקו הראשון של המחקר בוחן שיטות  .לצרוך ולהפיק מהם אתנול םמיקרואורגניזמי

מהם הפרמטרים הטובים ביותר לביצוע טיפול שונות לביצוע הידרוליזה של האצה לסוכרים ובוחן 

 . שילובים שונים של אנזימים והידרוליזה עם  מקדים

. לאתנול חומצה גלוקרניתקסילוז ו ,כגון רמנוז סוכרים היכולת להתסיס מגווןהשני הוא הפער 

יתן מענה לפער ביכולת לנצל את מגוון הסוכרים ימטרת המחקר הינה לבדוק היתכנות לתהליך ש

במסגרת תהליך זה יבוצעו טיפול מקדים והידרוליזה ולאחר מכן תבוצע התססה . להפקת אתנול

כמתסיס  שמוגדר Saccharomyces cerevisiae שמר על ידי התסיס בשלב הראשון: דו שלבית

אינו סוגל לצרוך את יתר  הוא אך ,הטוב ביותר ותשואת האתנול שלו מגלוקוז היא גבוהה

בעל יכולת לצרוך מגון מתסיס  Escherichia coliעל ידי  נבצע תסיסה  בשלב השני .הסוכרים

הסוכרים שלא נצרכו בשלב ו צלוכך שינ ,ם תשואת אתנול נמוכהעאך  רחב יותר של סוכרים

המתאימה ביותר  E. coli -ו S. cerevisiaeמהי הקומבינציה של זה נבדק בחלק  .הראשון

 .S)שש קומבינציות של תסיסה חד ודו שלבית  בדקנו ל"מ 3שנעשה בנפח של  בניסוי. לתהליך

cerevisiae בלבד ,E. coli בלבד ,S. cerevisiae→E .coli ,S. cerevisiae→S. cerevisiae ,

E. coli→S. cerevisiae ו- E. coli→E .coli .) חר שקיבלנו את תוצאות ההידרוליזהלא 

  L1בנפח  הפקת אתנול בדקנו ביותר ותוהתסיסה הטוב

אחריה הידרוליזה אנזימתית ו (H2SO4 2%) עם חומצה טיפול מקדיםתוצאות המחקר הראו ש

-amyloglucosidase U 2..0 ,α) :הכוללת את האנזימים Enzyme mix םמיאנזיה שילובב

amylase U 2.0l ו- cellulase U 6  45שעות ב 02ואינקובציה במשךCº , (150 RPM יםנותנ 

קסילוז ( 8.28%)גלוקוז ( 2.11%)גלקטוז (  3.31%)רמנוז  :ביותר גבוההסוכרים ה אחוזאת 

סוכר מאצה  ±1.42% 17.42-ככ "סה( 22%..)וחומצה גלוקרונית ( 2.28%)פרוקטוז ( 0.03%)

תהליך הדומיננטי ביותר בגם והוא  באצה הגדול ביותר אחוזסוכר שנמצא בהוא גלוקוז ה. יבשה

כמעט בלי קשר לטיפול  תיתהאנזימההידרוליזה בשלב בעיקר תקבל מהגלוקוז . התסיסה

  .המקדים

 .Sהתססה בשלב הראשון על ידי בשנמצא בנפח מעבדתי  שלבית-ה דוהתססבניסויי 

cerevisiae כ התקבל- mg ethanol/ g Dry Weight  .72± 5.632 בשלב השני ן ולאחר מכ
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 שהתקבלהאתנול סך  .mg ethanol/ g DW  8.8± 1.57-כ התקבל E. coli התססה על ידי ב

מכל  ביותר הכמות האתנול הגבוה ,  mg ethanol /g DW 39-כמהתססה דו שלבית זאת הוא 

לעומת יותר אתנול  03%תשואה של הפרש  ה דו שלבית התקבלסבתסי .הקומבינציות שנבדקו

אחוז הסוכרים שנצרכו בתהליך הדו בנוסף  .בלבד S. cerevisiaeהתססה חד שלבית על ידי 

  (.02%)שלבי הוא הגבוה ביותר 

 כמות אתנול ההתקבל S. cerevisiaeעל ידי בשלב הראשון תסיסה ב 1Lבניסוי בנפח 

mg ethanol / g DW  40.15  תסיסה על ידי בבשלב השני וE. coli  התקבל 

mg ethanol/ g DW 3.04. התקבלליך התססה דו שלבי בנפח גדול הבת סך הכול 

 mg ethanol / g DW  43.19 , בלבד לעומת תסיסה חד שלבית על ידי  8%תשואה של הפרש

S. cerevisiae.  

, 1Lגדול של בהשוואה בין התססה דו שלבית בנפח מעבדתי לעומת התססה דו שלבית בנפח 

התקבל  S. cerevisiaeעל ידי  הראשון בהתססה בשלב 1Lניתן לראות שבניסוי בנפח גדול של 

 כמות אתנול גדולה יותר מאשר בניסויי התססה דו שלבית בנפח מעבדתי 

mg ethanol / g DW )  (40.15 לעומתmg ethanol / g DW   30.72 השני תסיסה בשלב באך

 האתנול שהתקבלה קטנה משמעותית מאשר בניסויים בנפח מעבדתי  כמות  E. coliעל ידי 

mg ethanol/ g DW) 3 לעומת (אתנול  mg ethanol/ g DW8.8. התשואה הפרש ולכן 

בנפח  8%לעומת בניסוי בנפח מעבדתי  03% ,בהתססה דו שלבית לעומת חד שלבית היא שונה

  .תסיסה דו שלבית לעומת חד שלבית ךבתהלי והכדאיות היעילותמשפיעה על זו תוצאה  1Lגדול 

 

ולאחר מכן  (H2SO4 2%) חומצהעל ידי  ששילוב של טיפול מקדיםמסקנות המחקר הן 

 (. מאצה סוכר10% ) יבשה אצהמהידרוליזה אנזימתית נותנים את אחוז הסוכרים הגבוה ביותר 

ובשלב השני על  S. cerevisiaeבשלב ראשון על ידי   Ulva sp.בהתססה דו שלבית של אצה 

 .Sהתססה בשלב אחד רק על ידי לעומת  03%מתקבלת תשואת אתנול גבוהה ב E. coliידי  

cerevisiae ( mg ethanol/ g DW33..3  לעומתmg ethanol/ g DW32.00)
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 .3 ................................................ השוואה בין תשואה לכמות סוכר, עומס מוצקים -11איור 

 36 .............................................. טיפול מקדים והידרוליזה בגודל חלקיקים משתנה -12איור 

 38 ........................... שינוי באתנול וסוכר לאורך התסיסה, 1תסיסה דו שלבית ניסוי  - 13 איור

 21 ............................................... שינוי בסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית, 1ניסוי  -14 איור 

 23 ..................................... שינוי באתנול וסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית, 0ניסוי  -15 איור 

 .2 ............................................... בסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית שינוי, 0ניסוי  -16 איור 

 20 ................ .שינוי באתנול וסך הסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית,  scale up ניסוי  -17 איור 
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 רקע מדעי 1

 שימוש בדלק מאובן לתחבורה 1.1

 מקורות אנרגיהבאיכות החיים גוברת כל עת הדרישה לעם הגידול המתמיד באוכלוסייה והעלייה 

מסך  32%-ב כ"צרך סקטור התחבורה בארה 0218בשנת . הן לתעשייה והן לתחבורה, נוספים

מגמת  1(1 איור) תזקיקי נפטנוספים  03% -ו הוא דלק מאובן 2%.-כ כםהאנרגיה הנצרכת ומתו

  .הגידול בסקטור התחבורה תביא לגידול בשימוש בדלק מאובן

השימוש הגובר בדלק מאובן לעומת קצב ההתחדשות שאורך מיליוני שנים יגרום בעתיד הקרוב 

מוציא מאיזון את  תההיווצרושימוש גובר בדלק מאובן לעומת קצב , בנוסף. למחסור בדלק מאובן

. כימי וגורם לעליה בשיעור הפחמן הדו חמצני באטמוספרה ובאוקיינוסים-מעגל הפחמן הפטרו

שימוש בדלק  .2עליה בריכוז הפחמן הדו חמצני באוויר גורם לשינויי אקלים ולאפקט החממה

במיוחד בנסיעה בעיר כשהכבישים נמצאים בסמוך , מאובן לתחבורה גורם לזיהום אוויר מקומי

 pm 2.5, pm)חלקיקים נשימתיים וNO2, SO2,  NO: בעיקר של החומרים, לבתים ולהולכי רגל

 .3ים לבעיות בריאותיות גם בחשיפה לטווח קצרהגורמ( 10

 

10181 ב"לתחבורה בארה תמהיל מקרות אנרגיה -1  איור
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 כמקור אנרגיה לתחבורה אנרגיה מתחדשת 1.0

את הצורך  מדגישיםטו בסעיף הקודם ל הבעיות שפורהצריכה המוגברת של דלקים מאובנים ושל

 נצרכיםסקטור התחבורה מסך כלל מקורות האנרגיה ל .בהפקה של אנרגיה מתחדשת לתחבורה

 מקורות אנרגיהמ 6%ף נוסובמימן -ביוו דיזל-ביו, אתנול-ביו הכוללים ,דלקים-ביומ %. רק 

היתרונות . כגון גז טבעי וחשמל ,יהיכאנרגיה נק אלאשאינם מוגדרים כאנרגיה מתחדשת 

  :אנרגיה לתחבורה הן ותכמקורונקייה הבולטים בשימוש באנרגיה מתחדשת 

בתכנון נכון , להפקה של אנרגיה מתחדשת יש פוטנציאל להיות ברת קיימא: אנרגיה בת קיימא

 ת הפקת האנרגיה ניתן יהיה לייצר אנרגיה מתחדשת לתחבורה בצורה תעשייתיתורוובייעול מק

 .באופן מקיים ובאופן שיקטין למינימום את הפגיעה בסביבה

הפחמן הדו חמצני שמשתחרר הוא אותו פחמן דו חמצני שהביומסה  :רהפחתה בזיהום אווי

ספגה מהאוויר בעת שגדלה ולכן אין פגיעה במעגל הפחמן וכמות ( המשמשת מקור לביו דלקים)

  .2בדלקים אלועלה כתוצאה משימוש תהפחמן הדו חמצני באוויר לא 

 .אתנול-מכלל האנרגיות המתחדשות העבודה מתמקדת בביו

 לתחבורה מתחדשת אנרגיה אתנול כמקור-ביו 1.3

ועמילן ולכן ניתן להפיק אותו  (צלולוז) אתנול מופק ממגוון מקורות פחמניים כגון תאית-ביו

קני אורז וכן מפסולת אורגנית תאית כגון נייר ו קני סוכר, תירס, ממספר רב של צמחים כגון אצות

ינוי במנוע בלי שום צורך לבצע ש  %.1ניתן לערבב אתנול עם דלקים מאובנים עד . 'עיתונים וכו

 32%-ביו אתנול היווה כ .021בשנת . אתנול הוא אטרקטיבי ביותר-ביוהרכב ולכן השימוש ב

 .4מסך הדלקים הביולוגים לתחבורה

 אתנול כמקור אנרגיה לסקטור התחבורה-התפתחות השימוש בביו 1.3.1

 על ידי שמואל מורי  וניקולס אוטו  13-השימוש באתנול כמקור אנרגיה לתחבורה החל במאה ה

 1836-הרכב הראשון שתוכנן ויוצר על ידי הנרי פורד ב. שבנו מנוע שיכול לפעול גם על אתנול

בדגמים הבאים המנוע עבד על תערובת של אתנול ודלק . היה יכול לנסוע רק על אתנול כדלק

אתנול מכיוון שהדלק המאובן -בצריכת הביו ירידהלאחר מלחמת העולם הראשונה הייתה . מאובן

הפסיקה לאחר שמחירי הדלק אתנול אך -לה להפיק ביויגם ברזיל התח 1300ב. דמא זולהיה 

אתנול -ברזיל הקימה תכנית לאומית להפקת ביו, בזמן משבר הדלק העולמי, 02-בשנות ה. ירדו

(Pro-Alcool )בשנות השמונים רוב המכוניות החדשות . מקני סוכר הגדלים בשפע במדינה

מהמכוניות בברזיל  82%ובשנות האלפיים ( מים 2%אתנול  36%)אתנול -בברזיל נסעו על ביו

בתחילת שנות השמונים מתוך רצון לחזק את המגזר . נסעו על תערובת של אתנול ודלק מאובן
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-אתנול בברזיל חידשה ארצות הברית את תעשיית הביו-החקלאי וכן להתחרות בתעשיית הביו

. ב"מהדלק לתחבורה בארה 02%הווה אתנול -ביו 0212בשנת . אתנול והפכה למובילה בעולם

אתנול הממשל האמריקאי דרש מתעשיות הרכב הגדולות -מתוך הרצון לחזק את תעשיית הביו

לתכנן ולייצר רכבים שמסוגלים לפעול על סקאלה גדולה של תערובות דלקים  החל מדלק מאובן 

 %. רקכאמור כיום . 5(דלק מאובןאחוז  .1אתנול אחוז  .8) .E-8בלבד עד לתערובת של 

  .6מהאנרגיה לתחבורה היא אנרגיה מתחדשת

 אתנול -חומרי הגלם המשמשים להפקת ביו 1.3.0

ניתן לחלק , לתחבורה אתנוללאורך השנים נעשה שימוש במגוון חומרי גלם מן הצומח להפקת 

 . 7,8את חומרי הגלם לשלושה דורות

-ביומ שמיוצר עדיין מופק אתנול-כיום רוב הביו. קנה סוכרוכגון תירס , גידולי שדה -דור ראשון

לת ההפקה המהירה של אתנול הוא יכו חומריםהיתרון בשימוש באותם . 8הדור הראשוןמסה מ

י אנזימים או "פרק עתירס מכיל כמות גדולה של עמילן שניתן ל. כמעט ללא צורך בטיפול מקדים

כן אותם גידולים נוחים מאד על  ,(חינהט)קנה סוכר דורש רק טיפול פיזיקאלי ו בטיפול תרמי

מזון החיסרון בשימוש באותם גידולים הוא שהם גדלים על האדמה והם מוצרי . 9להפקת אתנול

וכן חומרי ) אדמה חקלאית רבה דורשתה של אותם גידולים לטובת הפקת אנרגיה הסב. בסיסיים

דבר שגורם לעליה במחירי המזון  ,מזוןוגורמת לצמצום בגידול ל( בעיקר בתירס ,הדברה רבים

בין קבוצות שונות של מדענים וכלכלנים האם הפקת  כיום יש חוסר הסכמה .10ולמחסור בשוק

ניתוח יחס האנרגיה בין . האם היא ברת קיימאאתנול מתירס משתלמת מבחינה כלכלית ו

הראה יחס של , ב"כפי שנעשה בארה, ההשקעה בהפקת האתנול מתירס לבין הרווח האנרגטי

היבטים  ימיםקי ,בנוסף .ההשקעה האנרגטית שווה לתשואה שמתקבלת, כלומר. 1:1~

 .11הכוללים שימוש נרחב בריסוס וכמויות גדולות של מים להשקיית התירס סביבתיים

. 'מזבל אורגני כגון נייר ועיתון וכדוו מגידולים שאינם ראויים למאכל אדם אתנולהפקת  -דור שני

לבני אדם וכן שמדובר בפסולת שלא יעשה מזון היתרון בשימוש בחומרים אלו הוא שהם אינם 

 תמסיבי ותשוא טיפול מקדים דורשיםו מכילות ליגנין אלו גידוליםהחיסרון הוא ש. בה שימוש אחר

 .12נמוכה האתנול

בחומרי גלם מדור זה  .מסה ימית הכוללת מיקרו ומאקרו אצות-מביו אתנולהפקת  -שלישידור 

 .בהמשך יהםעוסקת התזה ויורחב על
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 יתרונות ומגבלות , אתנול -לביו אצות כחומר גלםמאקרו  1.2

יש שבדרך כלל , תאיות-ת ורבהכולל צורות תאיו, ימיים" צמחים"אצה הוא שם למגוון רחב של 

-מיקרו ,האצות מחולקות לשתי קבוצות. 13ללא גבעולים ושורשים אמיתייםהן אך , כלורופילבהן 

  .14משני סוגי האצות ניתן להפיק אתנול .אצה-אצה ומאקרו

ניתן לגדל אותן במי ים כך שאינן . מאקרו אצות אינן מכילות ליגנין והן בעלות קצב גידול מהיר

מהמים השפירים  %.0צורכים  ,לעומת זאת גידולים יבשתיים. אדמה ולמים שפיריםנזקקות ל

האצות סופחות חומרים כגון זרחן ופחמן ממי הים ולכן לא רק שלא צריך , יתרה מכך .בעולם

כמו כן באצות קיים ריכוז  .15הן מקטינות את האיאטופיקציה בימים ובאוקיינוסים ,לדשן אותן

נתונים אלו מאפשרים לגדל אצות באופן בר קיימא וכן מגדילים את הסיכוי . גבוהה של פחמימנים

 . 16שהליך הפקת אתנול באצות יהיה כלכלי

כגון העובדה שאצות סופחות , יתרונות רבים אצות היכולת להפיק מהן אתנול יש בגידולמלבד 

מהאוויר פחמן דו חמצני בכמות גבוהה מכל צמח אחר ולכן גידול אצות בחוות ענק יתרום 

אתנול ניתן להפיק מאצות מוצרים רבים כגון בנוסף ל .באווירלהפחתה של פחמן דו חמצני 

 .17שמנים וחלבונים שיכולים לשמש למטרות נוספות כך שכמעט ואין פסולת משימוש באצות

מגבלות  ,אצות מוגבל על ידי מספר גורמים כגון הקצאות שטחים ימיים-גידול נרחב של מאקרו

רק בשנים האחרונות פותחו מודלים , מסה יבשתית-בניגוד לביו, כמו כן. 18עונתיות וגיאוגרפיות

אצות בעלי -וכלים גנומיים מתקדמים על מנת שניתן יהיה לאפיין ולפתח זנים שונים של מאקרו

 .19אנרגיה וכימיקלים, תכונות ספציפיות למזון

לשלוש קבוצות טקסונומיות אצה -המאקרוניתן לחלק את  ,אצה הינה אצה רב תאית-מאקרו

 :(1 איור) על פי הפיגמנטציה שלהן עיקריות

  אצה חומה(Phaeophyta) : ברחבי העולם מהחו המינים של אצ 1.22-0222ישנם כ. 

מים ויש להם תפקיד חשוב במערכת פני המתחת למטר  02הם יכולים לגדול עד 

 .האקולוגית

  אצה אדומה((Rhodophyta : 6222-הכוללת כ דולה של אצות רב תאיותגקבוצה  

מוגברת של פיגמנט פיקובלינים  אצות אדומות מאופיינות על ידי נוכחות. מינים

(phycobilins) ,המינים. אשר אחראי על צבעם האדום: Porphyratenera (Nori) ו- 

Palmariapalmata (Dulse) במדינות אסיה וכן במדינות  ביותר הנצרכיםהם הנפוצים ו

  18המערב



10 
 

  אצות ירוקות((Chlorophyta : מקבלות אצות ירוקות  .מינים 8222קבוצה מגוונת של כ

 -ו β-carotene נוספים כגון כמו גם פיגמנטים , b -ו aמכלורופיל  הירוק את צבען

xanthophylls .ה וואול -א ההיאצות ירוקות הנפוצה מבין ה((Ulva  הכוללת את

 לצורך העבודה נבחרו אצות  U. compressa-ו U. lactuca ,U. intestinalis :18המינים

  Ulva sp.מזן  ירוקות

 זנים שונים של אצות רב תאיות-2  איור

A-אצה חומה  B- אצה אדומה  C- אצה ירוקה 

 sp. Ulvaאצה ירוקה  1.2.1

רך אוכל ל גדלה.Ulva sp -ה 20,14לגידול פוטנציאלי של אנרגיה ימית הנחשב .Ulva sp אצה מזן 

בטמפרטורות  C° 3כולל עלייה של , שינויים סביבתייםל העמיד איה .חופי הים התיכון הישראלי

כבר  .21,22פולשיםמינים של חדירת שכיחות גוברת ו ,פני הים במהלך שני העשורים האחרונים

התוכנית לפיתוח מינים מימיים לטובת מזון  אתכשארצות הברית התחילה  02-בתחילת שנות ה

הודות לשיעורי הצמיחה הגבוהים שלה ובהיותה עשירה מאד  .Ulva sp-נבחרה ה, ואנרגיה

שינוי , עם זאת. להפקת אנרגיה אינו כלכלי  .Ulva spהמסקנה הייתה אז שגידול. בפחמימנים

אשר הגבירה את הלחץ , האקלים גרם להתעניינות גוברת באנרגיה מתחדשת כולל דלק ביולוגי

. תהליך שזירז חיפוש חלופה ברת קיימא כמו ביומסה ימית, על משאבי ביומסה מסורתיים

 .23 המחקרלחזית   .Ulva sp -מדלקים  -גורמים אלו החזירו את ההפקה של ביו

משתנה בהתאם לעונות השנה ולתנאי הגידול Ulva sp. (dry matter ) -ההרכב הפחמימות של 

 . 24בלי שומן כלל, פחמימות 60%-אחוז חלבון ו 00%-מורכבת מ.Ulva sp -אך באופן כללי ה

והמיצללוז מרכיבים את דופן ( תאית)צלולוז : בכמה אזורים .Ulva spהפחמימות נמצאות ב

וקוז המחוברים בקשרי צלולוז הוא הפולימר הנפוץ ביותר בטבע ומורכב ממולקולות של גל. התא

. 25אך מגיב בצורה מהירה תחת תנאים שונים וחזק מאודהוא פולימר גבישי מסודר , טאב

. חומצה גלוקרוניתקסילוז ו ,גלוקוז, המיצלולוז הוא פולימר מסועף המורכב מכמה חד סוכרים
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העמילן והתוצרים המופקים . α 1→4בקשרי גלוקוז המחובר  פולימר של, תאים יש עמילןהבתוך 

כנולוגים תרופות ויישומים ביו ט, רבים הכוללים מזון לשימושיםמעמילן חשובים מאד לתעשייה 

ן תכולת העמיל. 26העמילן נמצאים סביב הכלורופלסט בפירנואידים ובתילאקואיד גרגירי. נוספים

מה יפחמ. 27מהמשקל היבש 30%משתנה בהתאם לעונה ויכולה להגיע עד ל .Ulva sp -ב

ז ר מרמנוקפולימר המורכב בעי - (Ulvan) האולבן היא חודית להיוי .Ulva sp-המצויה ב נוספת

ין יעדקר על ההפקה שלו ותכונותיו נמצא ין אך מחיהמבנה של האולבן אופ .חומצות אורניותמוכן 

 .28בשלבים ראשונים

 sp Ulva.מאצת אתנול  שלבים בהפקת ..1

בפרק זה אסקור . (3 איור) דורשת מספר שלבים, מסה אחרות-בניגוד לביו, הפקת אתנול מאצות

      . כל שלבעל האתנול ואציג מחקרים ושיטות מרכזיות שנעשו  את השלבים להפקת

 :בתרשים הבאשלבי הפקת האתנול מתוארים 

 .Ulva sp אתנול מאצת-תרשים הפקת ביו -3  איור

 sp Ulva.אצת  גידול 1...1

על (. offshore)והן בים ( onshore)ניתן לגדל הן על היבשה .Ulva sp אצות ובכללן ה-מאקרו

מסחריות בכמויות  .Ulva spהחיסרון שבגידול על קרקע הרחבנו בפרקים הקודמים ולכן גידול 

גידול . ת קיימא מוטב לבצע בים וגם על היתרונות שבזה הארכנו בפרקים הקודמיםרבצורה ב

Ulva sp. במשבר האנרגיה העולמי בפרויקט  02-ב בשנות ה"בצורה מסחרית בים התחיל בארה

התוכנית בהמשך עברה לצרכי אנרגיה .  ”Ocean Food and Energy Farm Project“שנקרא 

כדי הגידול נלמדה המורכבות של המערכת הביולוגית הימית ונמצאו דרכים לשיפור תוך . בלבד

למרות הצלחות מסוימות עובדי הפרויקט לא הצליחו להתגבר על כל . 29החקלאות הימית

בתחילת . ובשל כך התוכנית הופסקה לאצותהמכשולים ובעיקר על התאמת מערכת הגידול 

   .30חקר על גידול של ביומסה ביםשנות האלפיים המשיך המ

, בים מול חוף מכמורת Ulva sp.גידלו  Korzen et al (0216)27 ,במזרח התיכון .Ulva spגידול 

מטר במורד הזרם של  00, סים רשת ניילוןהם גידלו בכלובים המכו .Ulva sp -ה את. ישראל

 16.8%-שיעור הגידול המקסימאלי של האצות הגיע ל. כלובי דגים שסיפקו לאצות חומר הזנה

בסמוך לתחנת הכוח .Ulva sp  גידלו Chemodanov et al (2017)19 .ליום לאורך שבועיים
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 gr DW m-2 day-1  1.1%± 4.5מוצע שנמדד הואול היומי המקצב הגיד. ישראל, רידניג תל אביב

 . gr DW m-2 day-1  1..%±  5.1: וממוצע גידול שנתי בכלובים בשיעור של

 sp Ulva.ת יבוש וטחינה של אצ 0...1

בניסוי שערכתי האצה . האצה יש צורך ליבש אותה על מנת להגיע לחומר יבשלאחר קצירת 

התייבשה בחוץ במקום מוצל במשך שלושה ימים ולאחר מכן במשך חצי יממה בתנור בחום של 

  .19לחות 00%ייבוש אידיאלי של אצה הוא לרמה של פחות מ. מעלות צלזיוס  22

היעילות של  ברתהטחינה של האצה נועדה בעיקר על מנת להגדיל את שטח הפנים שלה להג

של שלושה סוגי  האופטימליבחנו מה גודל החלקיק  Postma et al (2017)31. השלבים הבאים

תוצאות המחקר הראו  .ות חלבונים ופחמימות בהשריה במים בלבדאצות על מנת למצ

יותר הן מבחינת כמות החלבונים והפחמימות והן מ הם היעילים ב"מ 2.3-2.2שחלקיקים בגודל 

 .מבחינת מאזן אנרגטי בין ההשקעה בטחינה לאנרגיה שניתן להפיק

 sp Ulva.של אצת  הידרוליזהו מקדיםטיפול  3...1

במקרה שלנו אנו . מולקולת מיםבאמצעות תגובה עם  הידרוליזה היא פירוק של פולימר למונומר

, גלוקוז, גלקטוז, רמנוז)לחד סוכר ( עמילן ואולבן, מיצלולוזה, צלולוז)מעוניינים לפרק רב סוכר 

לטיפול מקדים הכולל  תהליך פירוק האצהאנו מחלקים את (. חומצה גלוקורוניתקסילוז ו, פרוקטוז

, עם זאת. הידרוליזה על ידי אנזימיםלאחר מכן תרמית והידרופעולה או על ידי חומר כימי  פירוק

 . אינם תלויים זה בזה וניתן לעשותם בנפרד הטיפול המקדים וההידרוליזה

 Jiang et al. הטיפול המקדים השכיח ביותר נעשה בעזרת חומצה או בסיס חזקים -טיפול כימי

הם . בחנו מהו הטיפול המקדים על ידי חומצה היעיל ביותר Wang et al (2011)33-ו 32 (2016)

זמן , ריכוז משתנה של חומצה: ר פרמטרים הקשורים לטיפול המקדים הכולליםבדקו מספ

המסקנה שלהם הייתה שבעומס מוצקים (. solid load)הרתחה וטמפרטורות וכן עומס מוצקים 

דקות ניתן להפיק את  32למשך  C°101-ב(  H2SO4)של חומצה גופרתית  0%עם  %.1של 

כימית היא יעילה ונוחה מאוד מבחינת יעילות התהליך  הידרוליזה .כמות הסוכרים הגבוהה ביותר

עקב הזמן הקצר שנדרש והתשואה הגדולה אך בשימוש בחומרים אלו ישנם סיכונים רבים הן 

 .25לבני האדם והן לסביבה שיש לקחת בחשבון

טכנולוגיה לפרוק של ביומסה באמצעות שימוש במים  -טיפול הידרותרמי בתת לחץ

-C 122°בשיטה הידרותרמית בטמפרטורה של . בטמפרטורה גבוהה מאד בתנאים של תת לחץ

 Lee et alנעשתה על ידי   .Ulva spפירוק של אצת   .ניתן לפרק ביומסה למגוון מוצרים 022

דקות וקיבלו  0-10למשך  C° 122-022בטווח טמפרטורות של   .Ulva spרקו יהם פ. 34(2013)
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ירוקות  הידרוליזה הידרותרמית של אצות. מהחומר היבש %..8תשואת גלוקוז מקסימאלית של 

עם . ראשוני בתהליך התסיסה' ירוק'אינה כרוכה בכימיקלים מסוכנים ולכן יכולה לשמש צעד 

  . פחות שימושה טכנולוגיה זו אינה יעילה מספיק ולכן נעשה ב, זאת

הידרוליזה אנזימטית של ביומסה כרוכה בתגובה ביוכימית של אנזים לפירוק צלולוז : םמיאנזי

אנזימים לפירוק עמילן הם נפוצים מאד ואף נמצאים ברוק אנושי ומשמשים . ועמילן לגלוקוז

ח "אנזימים לפירוק צלולוז נפוצים מאד בקיבות של בע .35שאנו אוכלים מזוןלפירוק העמילן ב

של  הראו שהפקה Poespowati et al (2013)16(. סוסים וכו ,בקר)המסוגלים לפרק צלולוז 

אנזימטית הם הצליחו להפיק על ידי הידרוליזה  ,נפחי 0.0% ,הכמות הגדולה ביותר של אתנול

כ "ואח 0%הם השתמשו בחומצה גופרתית טיפול המקדים ב. שבאה אחרי טיפול מקדים בחומצה

לאחר יצעו גם הם הידרוליזה ב Wang et al (2011)33. (beta-amylase)ביתא עמילז  באנזים

 oC 120-דקות ב 32חומצה גופרתית למשך  0%) טיפול המקדיםלאחר ה .טיפול מקדים בחומצה

גלוקוז  13.8 % גלוקוז מהאצות הטריות ולאחר טיפול אנזימתי הם קיבלו mg/g 2.8 הם קיבלו( 

ות והראו שטיפול ראשוני בחום בדקו מגוון הידרוליז Trivedi et al (2013)36, לעומתם. מהאצות

  -שעות ב 36במשך שעה ולאחר מכן הידרוליזה אנזימתית למשך  oC 102של ( ללא חומצה)

oC2.  נתן תשואה מקסימאלית שלmg/g 206.82±15 סוכרים. 

 אתנול-להפקת ביו sp Ulva.התססה של אצת   2...1

הינו תהליך שכיח בטבע שקורה הן , (4 איור) נשימה בתנאים אנאירוביים, תהליך התסיסה

 . ביצורים אאוקריוטיים והן ביצורים פרוקריוטים

תהליך שבו מולקולת גלוקוז , השלב הראשון בתהליך התסיסה האנאירובי הוא הגליקוליזה

לאחר מכן  .NADH37-ו ATPמחולקת לשתי מולקולות פירובט בתהליך שבו משתחררים 

את תהליך  כדי לחדש( NAD+ -מחדש ל המרה כלומר) NADH -מולקולת המתרחש מחזור של 

 NAD+ -ל NADHמחזור של מולקולת  .38במהלך הגליקוליזהייצור אנרגיה מתבצע . הגליקוליזה

בתסיסה , ר מוגמר שיוצא מהתהליךבתסיסה מתרחש במקביל להפיכה של הפירובט לחומ

עשרות מסלולים מטבולים שבהם  עוד יש. אלכוהולית הוא הופך לאתנול ופחמן דו חמצני

מה שגורם להבדל בין התהליכים הוא נוכחות או , מיקרואורגניזמים מבצעים תהליך של תסיסה

 Pyruvate על האורגניזם לייצר אנזים, כדי לבצע תסיסה אלכוהולית למשל. 39היעדר אנזימים

dehydrogenase ,מבצע את תהליך התסיסה האלכוהוליתוא אשר למעשה ה. 
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  בשמר נשימה תאיתמסלול  - 4איור

. 

 -מוכרת כשיטה ראשונה ה: תהליך התססה של מדיום יכול להתבצע בשתי דרכים מקובלות

Separate Hydrolysis and Fermentation [(SHF ) בנפרדהידרוליזה ותסיסה] . היתרון

 pH-ו מבחינת טמפרטורהתנאים אופטימלים א שניתן לאפשר לאנזימים שיטה הוהשל 

פועלים בטווח מיקרואורגניזמים ש לעומת oC 22-.2ים היא טמפרטורה אידיאלית לרוב האנזימ)

 .S-אופטימלי לאנזימים נמוך יותר מאשר לה pH-ה כןכמו . oC 32-30 טמפרטורות של

cerevisiae ו- E.coli: 2.. תסיסה ניתן לתת שלב האחר מכן בל .(בהתאמה 0 -ו ...עומת ל

למדוד את כמות  ניתן בשיטה זאת. להם הוא זקוק האופטימלייםלאורגניזם את התנאים 

החיסרון  ,מנגד. בעיקר למחקר תפעולה שרלוונטי ,לאחר שלב ההידרוליזה המתקבלתהסוכרים 

. יות כלכליותוכך משמעלויש יזה לוקח יותר זמן של השיטה הוא שתהליך התסיסה וההידרול

 taneous Saccharification and FermentationluSim [(SSF): ה היאיהשיטה השני

, לעומת זאת .בעלות ובזמן סכוןיחהיתרון הגדול של השיטה הוא [. במקבילהידרוליזה ותסיסה 

וזה משפיע על יעילות ותפוקת  אופטימלייםהאנזימים לא נמצאים בתנאים  ,כפי שכתבנו

  .40,41ההידרוליזה

 ((Saccharomyces cerevisiae S. cerevisiae-המיקרואורגניזם המתסיס הטוב ביותר הוא ה

יכולת להתסיס עם  S. cerevisiae -ל. (לאפיית לחם והפקת בירה) הבית כשמר המוכר גם

הידועים  מיקרואורגניזמים נוספים .2פרוקטוז ומנוז ,תשואת אתנול גבוהה את הסוכרים גלוקוז

( ABE)בוטאנול ואתנול , כמתסיסים יעילים הם מינים של קלוסטרידיום המסוגלים להפיק אצטון

  . 42על ידי תסיסה אנאירובית ממגוון רחב של סוכרים
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Escherichia coli (E. coli ) אף על פי שהוא לא מתסיס יעיל  .הנחקרים בעולםהחיידקים מהוא

רחב של לסנתז אנזימים המסוגלים לצרוך מגוון  היכולתהיתרון שלו הוא  S. cerevisiae -כמו ה

בדק  ,E. coli WT ( E. coli k-12 mg1655)  -מודל ממוחשב שנעשה על הגנום של  ה .סוכרים

תוצאות המודל . את המערכות המטבוליות שלו ואת יכולתו לגדול על מצע של סוכרים שונים

הידרוליזה של ההראו שהחיידק מסוגל לצרוך מגוון סוכרים הכוללים את הסוכרים שמתקבלים מ

Ulva sp. 43 בהתבסס על המודל המוצג במאמר ביססנו את ההנחה ש- E. coli  מסוגל לצורך

 .E. חיידק נחקר ולכן אפשר לבצע בו שינויים גנטים רבים הוא E. coli .ת הסוכרים שבאצהא

coli גנטית מסוגל לפרק בצורה טובה יותר מגוון רחב של חד סוכרים ולייצר מהם  שעבר הנדסה

( E. coli k-11)אתנוגנטי    E. coliעם  Ulva sp.התסיסו אצת  Kim et al (2011)44. אתנול

בשונה . אתנול g /g sugar 0.4בסוף התסיסה התקבל , שמסוגל לצרוך את מגוון הסוכרים באצה

לל גלוקוז הכו LBמצע עשיר של וסף האצל קים להידרוליזת האצות , מהניסויים שאני ערכתי

  .בתנאים נוחים יותר לפעול E. coli -שאפשרו ללפני שלב התסיסה  yeast extractו

 ת שימושבעזר Ulva sp.-מהפיקו אתנול תוצאות של מחקרים ש מציגה -1טבלה

הגבוהה  התשואהכמתסיס הראה את  S. cerevisiae -שימוש ב. שוניםבמיקרואורגניזמים  

 .ביותר

 על ידי מיקרואורגניזמים שונים Ulva sp.אתנול מאצת הפקה של  -1  טבלה

Species Hydrolysis 

method 

Total sugar  

(mg/g DW 

Algae) 

Microorganism  Ethanol yield 

(g/g sugar) 

Reference 

U. lactuca Acid + Enzyme 343  Clostridium beijerinckii 0.4 45 

Ulva sp.   Enzyme  200 E. coli Ko111 0.4 44 

U. fasciata Hot buffer + 

Enzyme 

± 112  S. cerevisiae MTCC No. 

180 

0.47 46 

U. lactuca Acid 113  S. cerevisiae 0.55 47 

1.  E. coli ko11 was modified to allow more efficient sugars utilization 

 

 אתנול  זיקוק ....1

רובה מים ויש צורך להפריד את האתנול שמתקבל מעורבב בתוך תמיסה ש התסיסהלאחר 

תהליך הזיקוק . על מנת שיוכל לשמש כדלק לכלי רכב %5.3האתנול מהמים ולזקק לרמה של 
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מעלות  oC 0.-122 בשלב הראשון מחממים את הנוזל לטמפרטורה של. מורכב מכמה שלבים

 אתנול מתאדה .oC 0היא מכיוון שטמפרטורת האידוי של האתנול  .ל תת לחץתחת תנאים ש

ומכיוון שהמערכת בתת לחץ הוא נשאב החוצה מהמיכל ועובר דרך עמודת קירור  8,48לפני מים

 . מתנקז לכלי אחראשר , שהופכת חזרה את האדים לנוזל

 :כמה סיבותתהליך הזיקוק הוא תהליך מורכב מ

תהליך , (oC 0.-122 תלוי בשיטת הזיקוק אך בין)יש לחמם את הנוזל לטמפרטורה גבוהה  -1

 .49שצורך הרבה אנרגיה

על מנת להוציא את כל האתנול מהתמיסה יש צורך לאדות גם הרבה מים ולכן לאחר  -0

מה שיגרום לכך שנצטרך לחזור על  ,הזיקוק עדיין האתנול שיתקבל יהיה בריכוז נמוך

 .48התהליך מספר פעמים

 :ישנם מספר פתרונות על מנת לייעל את תהליך הזיקוק והם מתחלקים לשתי קבוצות

פתרון זה כולל הזרמה של בועות אוויר תוך כדי תהליך הזיקוק על מנת  .פול בנוזלטי -1

כמויות  שיתאדולהפריד בין מולקולות המים לאתנול ולאפשר בכך שהאתנול יתאדה ללא 

גם אפשרות להוסיף לתמיסה חומרים כימים שיאפשרו  הישנ. גדולות של מים במקביל

 .8יותר לאתנול להתאדות בצורה טובה

שקירור האדים  תייעודיוהפתרון השני לייעול הזיקוק הוא בניית מזקקות  -מזקקות מורכבות -0

 נהפכים לנוזל, כך המים שמתאדים במקביל לאתנול מתקררים, בכמה שלבים נעשה בהם

 .לכלי הקיבול של האתנול מבלי לעבורוחוזרים לתמיסה 

 .8-%.3ובזיקוק השני ל %.3להגיע לריכוז אתנול של בעזרת שיטות אלו ניתן בזקוק ראשון 
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 sp lvaU.תסיסה של אצת הפערי ידע בתחום ההידרוליזה ו 0
במחקר זה . אתנול מאצות שהמחקר מתמודד איתםישנם אתגרים רבים בתחום הפקת 

מגוון  תהתסספחמימות מורכבות ופירוק : אתנולשקשורים להפקת  פערים שניעם  התמודדנו

 .סוכרים

הוא מורכב מכיוון שיש באצות בנוסף לעמילן אחוז גבוה ת פרוק אצו: פחמימות מורכבותפירוק 

יש  מהם חד סוכריםועל מנת להפיק ינם פחמימות מורכבות שה, צלולוז ואולבן-המי, של צלולוז

. 25יקרים וגם יכולים לפגוע בסביבה, תהליכים אלו מורכבים. דרוליזהלבצע טיפול מקדים והי

 .8ההידרוליזה צריכה להיעשות באופן שלא תפגע בהמשך בשלבי התסיסה, בנוסף

הוא מגוון , מסוגיית הפחמימות המורכבות שנובע באופן ישיר, הפער השני -מגוון סוכריםהתססת 

וכן  חומצה גלוקורונית, קסילוז, המיצלולוז מכיל גלוקוז. צלולוז מכיל גלוקוז. המתקבלהסוכרים 

אולבן מכיל רמנוז וכמויות קטנות של חד . עמילן מכיל גלוקוז. כמויות קטנות של גלקטוז ופרוקטוז

היא כוללת מנם מתקבלת כמות גדולה של סוכרים אך יוצא שבסופו של דבר א. ים נוספיםסוכר

חד גלוקוז הוא . 50,51חומצה גלוקורוניתו, פרוקטוז, קסילוז, גלוקוז, גלקטוז, רמנוז: גיםשישה סו

רמנוז , (02%) חומצה גלוקורוניתלאחר מכן , (30%)בכמות הגדולה ביותר  שנמצא אצההסוכר 

 (.2-1%)ופרוקטוז ( 1-0%)ובכמויות קטנות מאוד גלקטוז ( 12%)קסילוז ( 01%)

S. cerevisiae ,יוצא . מסוגל לצרוך ולהתסיס לאתנול רק גלוקוז ופרוקטוז, המתסיס הטוב ביותר

כפי , מהסוכרים נצרכים 22%רק  S. cerevisiaeעל ידי  של הידרוליזת אצות התססהשבמזה 

 .עשר שנים לאורךאתנול מאצות -סקרו מחקרים שהפיקו ביואשר  Jiang et al (2016)28 שהראו

אך רמנוז מהאולבן  ,היא גבוהה Ulva sp.-סוכרים בהכמות במסקנות הם מציינים שאמנם 

. אינו מסוגל לצרוך אותם S. cerevisiae -מההמיצלולוז מהוים אחוז גבוה מכמות זו והוקסילוז 

 . Ulva sp.כמות האתנול שהתקבלה נמוכה יחסית לכמות הסוכרים הנמצאים ב, מכיוון שכך

 .Eכדוגמת  ,לא צורך S. cerevisiae -שימוש באורגניזם שמסוגל לצרוך את הסוכרים ש, נגדמ

coli, כיוון שיכולת ההמרה של סוכר ואת האתנול המתקבלת תהיה נמוכה מיביא לכך שתש

 .S. cerevisiae 44,52 -במאשר היא נמוכה בהרבה   E. coli -אתנול בל

נוספים שלא נבחנו במסגרת התזה אך יכולים  לגרום לכך שתפוקת האתנול תהיה  רמטריםפ

מכיוון שהאצות גדלות במים מלוחים הן סופחות . ת הם מליחות ותוצרי פירוק רעיליםנמוכה יחסי

עלול להיות עם רמת מלחים גבוהה מזו שאופטימאלית למיקרו  תאת המלחים ולכן ההידרוליז

רעלים  .אתנול-ואת הפקת הביוגידול המיקרואורגניזם עלול לעכב את זה דבר  .אורגניזם
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לעיכוב  גם הם עלולים לגרום Hydroxymethylfurfural  ((HMF שנוצרים בפרוק של האצה כגון

 .53,54בגידול של מיקרואורגניזמים

 מטרות המחקר 3
 

  .Ulva sp.ת מהתססהגדלת תשואת האתנול המתקבלת  ●

 .Ulva sp. -בחינת ההיתכנות של תסיסה דו שלבית להפקת אתנול מ -

  שלביתמציאת השילוב הטוב ביותר של מיקרואורגניזמים לתסיסה דו  -

 .מציאת ההידרוליזה שתפיק מהאצה את מירב הסוכרים -

 .ליטר 1של בנפח  בתסיסה בדיקת היתכנות של תסיסה דו שלבית -

 השערת המחקר 2
גדיל נההידרוליזה  שעל ידי שימוש בפרמטרים ותהליכים מסוימים במהלך השערת המחקר היא 

לשם כך נבצע אופטימיזציה של תהליך  .Ulva sp.את כמות הסוכרים שניתן יהיה להפיק מאצת 

תעלה את כמות  E.coli -ו S. cerevisiaeתסיסה דו שלבית באמצעות  ,בנוסף. ההידרוליזה

גוון הסוכרים שהתקבלו של מ מקסימליתוך ניצול  Ulva sp.האתנול שניתן יהיה להפיק מאצת 

 בהידרוליזה

בכל שלב של תסיסה נשתמש במיקרואורגניזם שמסוגל כאשר , אנו מציעים תסיסה בשני שלבים

 . לצרוך סוג אחר של סוכרים

עם המיקרואורגניזם שמסוגל לייצר הכי  תהידרוליזהאת  התססנובשלב הראשון : עקרון הפעולה

נזקק  בשלב השני. את כל הסוכרים שהוא מסוגל ייצרוךאותו מיקרואורגניזם . הרבה אתנול

הרוג את המיקרואורגניזם המתסיס ונבצע תסיסה מחדש עם נ, אתנול-מהתמיסה את הביו

חומרים שהתפרקו מהמיקרו  וכןאורגניזם אחר שמסוגל לפרק את יתר הסוכרים שנשארו 

 . (5איור ) את האתנול שהתקבלשוב לאחר התסיסה השנייה נזקק . אורגניזם מהשלב הראשון
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 40שלביתתרשים של תסיסה דו  -5  איור

 סקירה כללית, מהלך העבודה .
 :המחקר נערך בשלושה שלבים

 אנזימתית הידרוליזהטיפול מקדים ו 1..

מהם הטיפול המקדים וההידרוליזה הטובים ביותר על מנת שנקבל את במסגרת המחקר בדקנו 

, טיפול עם חומצה: לשם כך בחנו שלושה טיפולים מקדימים .כמות הסוכרים הגבוהה ביותר

בנוסף בדקנו הידרוליזה על ידי מספר אנזימים בכל . תרמי בתת לחץ-טיפול עם חום וטיפול הידרו

מוצקים האחוז בשלב הבא בדקנו מה . יפול המקדיםמיני קומבינציות וכן כהידרוליזת המשך לט

 אווקדכמות הסוכרים )כמות הסוכרים הגדולה ביותר  שבזמן טיפול מקדים והידרוליזה יפרק את

. בשלב הבא בדקנו איזה גודל חלקיק עובר הידרוליזה בצורה הטובה ביותר(. ולא אחוז הסוכרים

בסופו של דבר מצאנו את ההידרוליזה הטובה ביותר שעונה על הצרכים שלנו ושניתן בעזרתה 

 .להפיק את כמות הסוכרים הגדולה ביותר

 שלביתתסיסה דו  0..

הסוכרים והבנו איזה כמויות לאחר סיום שלב ההידרוליזה ולאחר שקיבלנו את תוצאות 

מטרת הניסוי . הידרוליזה היא הכי אפקטיבית בשבילנו לצורך ההתססה עברנו לשלב התסיסה

בניסוי התסיסה הדו שלבית  . הקומבינציה הטובה ביותר לתסיסה דו שלבית יהיא לבחון מה

 0ניסוי , נערך בהתאם למסקנות שעלו מתהליך ההידרוליזה 1ניסוי , עמייםערכתי את הניסוי פ

 .1תאם למסקנות שהתקבלו לאחר ניסוינערך בה
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 נפח גדולהפקת אתנול ב 3..

. 1Lשל  יותרגדול  בנפחהשלב הסופי של המחקר היה לבחון את תהליך הפקת האתנול 

לקחנו . ו בכל שלב וביצענו הפקת אתנול מלאהבלהתקפרמטרים הטובים ביותר שהשתמשנו ב

ביצענו הידרוליזה בשיטה ובעומס מוצקים , אצות שגדלו בים עם כמות הסוכרים הגדולה ביותר

. שהוכחו כיעילים ביותרערכנו תסיסה דו שלבית בפרמטרים ובזמן , שראינו שהם הטובים ביותר

וטמפרטורה כל הזמן כך  pH, מצןח שמנתראת תהליך התסיסה ביצענו בתוך פרמנטור ייעודי 

לאחר כל שלב בתסיסה ביצענו במקביל לבדיקת . שניתן היה לעקוב באופן רציף אחרי התסיסה

  .האתנול גם זיקוק של האתנול

 שיטות וחומרים 6

   spUlva.לאצת  הידרוליזהטיפול מקדים ו 6.1

 טיפול מקדים והידרוליזה אנזימתית  6.1.1

לאחר הכנסת ) טיפולים מקדימיםאפשרויות ל שלושההידרוליזה בדקנו השל  האופטימיזצילצורך 

 :(האצות עברו אוטוקלב במצב יבש האצות למבחנות

, אולדריץ-סיגמה) (H2SO4)חומצה גופרתית  0% ל של"מ 1: הידרוליזה עם חומצה -1

אצת  (%.עומס מוצקים ) mg.2 עם ל עמידה לאוטוקלב"מ 12הוסף למבחנת ( ישראל

.Ulva sp יבשה טחונה בגודל שלmm  0.25>*≥0.125. ן המבחנה עברה לאחר מכ

 ,שהמבחנה התקררה לטמפרטורת החדרלאחר  .למשך חצי שעה  ºC 120קלבאוטו

, אולדריץ-סיגמה) (phosphate buffer 0.5 M) של בופר פוספט  165μl/mlהוספנו 

  .pH5- 55ל (ישראל, אולדריץ-סיגמה) NaOH 3Mוסתרנו את החומצה עם ( ישראל

, אולדריץ-סיגמה( )sodium acetate) אצטט סודיום mL1 :הידרוליזה על ידי חימום -0

עומס מוצקים ) mg.2  עם מידה לאוטוקלבע  mL 10הוסף למבחנת 200μm (ישראל

לאחר מכן המבחנה  .mm 0.125≤*<0.25 יבשה טחונה בגודל של Ulva sp.אצת  (%.

 .למשך חצי שעה   ºC 120קלבוטועברה א

ההידרוליזת הוכן באמצאות ריאקטור מנתי בנפח  :על ידי חימום בלחץ גבוההידרוליזה  -3

. מים מזוקקים mL82אצה עם  אבקת g2לריאקטור הוכנסה תערובת של  ..L2.0של 

לאורך הניסוי . דקות 62 למשך ºC 102  לאחר מכן הריאקטור חומם לטמפרטורה של

לאחר שהריאקטור התקרר  .RPM02 י בוחש בתדירות של ל ידהתערובת עורבבה ע

עמידה  mL12והוכנס למבחנת   22μmפולטר בפילטר תלטמפרטורת החדר ההידרוליז
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הנדסה -סטודנט לתואר שני במעבדה לביו ן גרייסרמןי סמיו"שלב זה נעשה ע) .לאוטוקלב

 (.ר אלכסנדר גולברג"סביבתית של ד

עמידה לאוטוקלב  mL12הוסף למבחנת  200μmאצטט  סודיום mL1 :ללא טיפול מקדים -2

 .(%.עומס מוצקים ) יבשה טחונהUlva sp. אצת  50mgעם 

למעט )הידרוליזה אנזימתית נעשתה גם  אחד מהטיפולים המקדימים כלבשלב השני לאחר 

את האנזימים מהסטוק הוספנו לבופר אצטט  .על ידי שלוש קומבינציות של אנזימים( הבקרה

200μm את הבופר עם האנזימים הוספנו להידרוליזתים שעברו טיפול מקדיםו.  

 : בהן השתמשנו ( ישראל, אולדריץ-סיגמה)קבוצות האנזימים 

meyViscoz:  אנזיםViscozyme  (V2010) של בנפחmL/μg33 מסטוק  

Mix: amyloglucosidase U 0.52 ,α-amylase U 2.0   ואנזיםcellulase U ..8 מסטוק. 

All :שילוב של אנזימים :MIX +Viscozyme.  

 -ב .ºC 2 שעות בטמפרטורה של 02את ההידרוליזת עם האנזימים שמנו באינקובאטור למשך 

.150RPM  לדוגמאות ללא . 36,56נלקחה דגימת סוכרוהמבחנות נשקלו לאחר האינקובציה

 . סודיום אצטט mL1ספנו האנזימים הו

 אחר האינקובציה נלקחה דגימת סוכריםל .1 טבלהסיכום ההידרוליזות ניתן לראות באת 

פרוטוקול  ,1.4.1שיטת מדידת הסוכרים נמצאת בפרק ) HPLC -והם נמדדו ב  100μlשל

סוכר  וון שגם בתמיסה של האנזימים ישימכ ,כמו כן .(11.1נמצא בנספחים  HPLC -הפעלת ה

בדיקת נלקחה גם דגימה מהאנזימים לצורך בכל הידרוליזה בשלב זה ובכל השלבים הבאים 

 .סוכר
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 Ulva sp.טיפול מקדים והידרוליזה של אצת  -2  טבלה

 

 משתנה  עומס מוצקיםב  spUlva.טיפול מקדים והידרוליזה של אצת  6.1.0

 הסוכרים הגבוה אחוזלאחר סיום שלב ההידרוליזה לקחנו שלוש הידרוליזות שבהן קיבלנו את 

 :ההידרוליזות שנבחרו הן. ביותר ובדקנו את ההשפעה של עומס המוצקים על ההידרוליזה

-  Acid+ Viscozyme 

-   Acid +all 

-  No pretreatment+ all 

  

N
am

e
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) 

So
lid

 lo
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eat acid
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eat (b

u
ffer) 
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yd
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al 
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p
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re 
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(m
in

) 

En
zym

e
 

So
lid

 lo
ad

 

Tem
p

eratu
re 

En
zym

e 

in
cu

b
ate

 (h
r) 

Acid 04 5 v   121 04  2.2   

Acid + Viscozyme 04 2 v   121 04 viscozyme 2.2 02 20 

Acid +mix 04 2 v   121 04 mix 2.2 02 20 

Acid +all 04 2 v   121 04 all 2.2 02 20 

Heat 04 2  v  121 04  2.2   

Heat + Viscozyme 04 2  v  121 04 viscozyme 2.2 02 20 

Heat + mix 04 2  v  121 04 mix 2.2 02 20 

Heat + all 04 2  v  121 04 all 2.2 02 20 

No pretreatment + 

Viscozyme 

04 2      viscozyme 2.2 02 20 

No pretreatment + 

mix 

04 2      mix 2.2 02 20 

No pretreatment + 

all 

04 2      all 2.2 02 20 

Hydro-thermal 04 2   v 174 04  2.2   

Hydro-thermal+ 

Viscozyme 

04 2   v 174 04 viscozyme 2.2 02 20 

Hydro-thermal+ mix 04 2   v 174 04 mix 2.2 45 24 

Hydro-thermal+ all 04 2   v 174 04 all 2.2 45 24 
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. 1.1.1באותו תהליך שמתואר בפרק  02%-ו %.1 ,12%ההידרוליזות נעשו בעומסי מוצקים של 

  .3בטבלה עומס מוצקים מופיע  ניסוי סיכום 

 משתנה מוצקיםעומס ב Ulva sp.של אצת  טיפול מקדים והידרוליזה ניסוי  -3  טבלה

 

  

N
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e
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g (ºC
)

 

So
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eat acid

 Tem
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eatin
g 

(m
in

)
 En

zym
e

 so
lid
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 Tem
p
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En
zym

e 
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b
ate

 (h
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acid + Viscozyme 40 10 V 121 30 Viscozyme 5 45 24 

acid + Viscozyme 40 15 V 121 30 Viscozyme 7.5 45 24 

acid + Viscozyme 40 20 V 121 30 Viscozyme 10 45 24 

acid +all 40 10 V 121 30 all 5 45 24 

acid +all 40 15 V 121 30 all 7.5 45 24 

acid +all 40 20 V 121 30 all 10 45 24 

No pretreatment + all 40 10 
   

all 5 45 24 

No pretreatment+ all 40 15 
   

all 7.5 45 24 

No pretreatment+ all 40 20 
   

all 10 45 24 
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 שונים חלקיקים יגודלב  spUlva.  טיפול מקדים והידרוליזה של אצת 6.1.3

ההידרוליזה שנעשתה היא : חלקיקים על תהליך ההידרוליזההגודל ה השפעת בניסוי נבדק

Acid+ All enzyme  לצורך הניסוי . 02%בעומס מוצקים של , 6.1.1כפי שמתואר בפרק

דוגמא להבדלים בין . 4בטבלה גדלים שונים שניתן לראות  0-השתמשנו באצות יבשות שנטחנו ל

 .1באיור נמצאת גודלי החלקיקים 

 

 Ulva sp. גודל חלקיקם של אצה -1איור 

A:מ"מ 4≤חלקיקים בגודל אצות טחונות ל .B : 0.5≤*<2 חלקיקים בגודלטחונות לאצות 

 מ"מ *<0.063 חלקיקים בגודלאצות טחונות ל :C. מ"מ

 

 גודל חלקיקים של אצות 4 - טבלה

Mesh  - גודל הרשת בא השתמשו לסינון החלקיקים 

#  (mesh)  (mm)  

1  *≥5 *≥4 

2  5>*≥10 4>*≥2 

3  10>*≥35 2>*≥0.5 

4  35>*≥60 0.5>*≥0.25 

5  60>*≥120 0.25>*≥0.125 

6  120>*≥230 0.125>*≥0.063 

7  230>* 0.063>* 
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  spUlva.של אצות  דו שלבית אמצעות התססההפקת אתנול ב 6.0

  spUlva.  גידול וייבוש אצות 6.0.1

 021019..23.2 ונקצרו בתאריך קוב 0בכלוב בנפח אצות שגדלו בים מול תחנת הכוח רידינג 

למשך כמה שעות עד  ºC 22 יובשו כשלושה ימים בחוץ באזור מוצל ולאחר מכן בתנור בחום של

  .mm 0.25>*≥0.125 לגודל נטחנוהאצות . 00%הלחות היחסית בתוך האצה ירדה משאחוז 

 גניזמיםגידול המיקרואור 6.0.0

S. cerevisiae ((Ethanol Red, Batch 62186/2, ‘Leaf’, France)  וגודל  -82נלקח מסטוק

 .ºC 32 רבאינקובאטו YPD (Yeast extract, Peptone and Dextrose)על צלחת למשך לילה

 -ואצות עברו הידרוליזה של חומצה )ת מאצות בודדת הועברה למדיום של הידרוליזמושבה 

Enzyme mix 150 ב רבאינקובאטולמשך לילה שלם ( 6.1.1ק רכפי שמתואר בפ RPM  32 ºC 

. 

 LB (Lysogenyעל צלחת  וגודל למשך לילה -82נלקח מסטוק  E. coli K-12 MG1655חיידק 

Broth) 37 רבאינקובאטו ºC . אצות עברו )אצות ת בודדת הועברה למדיום הידרוליזמושבה

למשך לילה שלם ( 1.1.1 רקכפי שמתואר בפ Enzyme mix-והידרוליזה של חומצה 

 .ºC 150 RPM 37   ב רבאינקובאטו

  spUlva.של אצת   דו שלבית התססה 6.0.3

הפרדה בין הנוזל למוצק בשלב ההידרוליזה  -1מספר תסיסה דו שלבי ניסוי  1.1.3.1

 .האנזימתית

עומס מוצקים ) .אצות יבשות 2gr והוכנס עמידה לאוטוקלב mL.2מבחנת לתוך  -הידרוליזה

אוטוקלב עברו המבחנות ן לאחר מכו mL02 H2SO4טיפול מקדים על ידי חומצה נעשה   (.12%

121 ºC  סףהו התקררות הנוזל לאחר .דקות 32במשך mL3.3  פוספט בופר(phosphate 

buffer 0.5 M ) והחומצה נסתרה עםNaOH 3M ל- pH 5.  ההידרוליזת עבר  מכןלאחר

קירור הנוזל נשמר ב .ממוצקי האצות הנוזל הופרדו  RPM 4,500דקות  10 במשך הצנטריפוג

ºC2  באמצעות  (12%עומס מוצקים ) הידרוליזה אנזימתית ועברומוצקי האצותEnzyme Mix. 

-amyloglucosidase U 36 ;α :הוספו האנזימים 200μM סודיום אצטט mL02 כלי המכילל

amylase U 13; cellulase U 33. 22עברה בפילטר  תמיסת האנזימיםµm , מוצקי עורבבה עם

חוברו ביחד הנוזל  לאחר מכן. ºC 150 RPM 45שעות  02-ל רלאינקובאטו ההוכנסו אצותה

לאחר . אנזימתיתשעבר הידרוליזה  ההידרוליזתנתיים בקירור ישנשמר במהטיפול המקדים 

 .והופרד המוצק מהנוזל 4,500RPMדקות  12-עבר צנטריפוגה להמאוחד ההידרוליזת חיבור ה
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עמידות  mL 12 למבחנותההידרוליזת חולק . מן הנוזל נלקחה דגימת סוכר ואתנולבשלב זה 

 . המבחנות עם הנוזל נשקלו .בכל מבחנה mL  3,לאוטוקלב

של  75μlהוסף ת הידרוליז mL3ה המכילה לכל מבחנבשלב הראשון של התסיסה  -סהתסי

 .S-ההידרוליזתים עם ה(. 5טבלה )בהתאם לניסוי  ,S. cerevisiae או E. coliסטרטר 

cerevisiae 32 רבאינקובאטו תססוהו ºC, 150 RPM, 02 המכילים ההידרוליזתים . שעותE. 

coli 37 רבאינקובאטו תססוהו ºC, 150 RPM, 02 מבחנות אטומות ב ההתסיסה התבצע .שעות

ה ונלקחהמבחנות נשקלו שעות  02לאחר . (למעט חמצן התחלתי במבחנות)םבתנאים אנאירוביי

ן ההידרוליזתים הוכנסו לכלי לאחר מכ. ורך בדיקת אתנול וסוכרלצ מכל מבחנה ( (200μlדגימה

עברו  ההידרוליזתים. לצורך אידוי אתנול ללא פקק דקות .0למשך ( ºC 80)עם מים חמים 

 .לצורך בדיקת אתנול וסוכר מכל מבחנה( 200μl)ה דגימה נלקחנשקלו ו ,אוטוקלב

 .Sאו  E. coli)של סטרטר  75μlהוסף  הידרוליזתבשלב השני של התסיסה לכל מבחנה של   

cerevisiae ההידרוליזתים עם ה (.5טבלה ) (בהתאם לניסוי- S. cerevisiae תססוהו 

 רבאינקובאטו תססוהו E. coli -ה ההידרוליזתים עם. שעות ºC, 150 RP, 02 32 רבאינקובאטו

37 ºC, 150 RPM, 02 200)) ה דגימהההידרוליזתים נשקלו ונלקחשעות  02לאחר . שעותμl   

 .לצורך בדיקת אתנול וסוכר

לאחר הטיפול  ללא הפרדה בין המוצק לנוזל -1ניסוי תסיסה דו שלבי מספר  1.1.3.1

  המקדים 

 mL.(12%מוצקים של עומס )אצות יבשות   4gפוהוס mL122לתוך בקבוק זכוכית  -הידרוליזה

22 H2SO4 (0%)  121אוטוקלב  לאחר מכן .לבקבוקהוספו ºC לאחר שהנוזל , למשך חצי שעה

 NaOHוהחומצה נסתרה עם ( phosphate buffer 0.5 M)פוספט בופר  mL6.6 פוהתקרר הוס

3M ל-pH-5  .עם  נעשתה הידרוליזה אנזימתיתEnzyme Mix ( עומס מוצקים של.%.)  לתוך

mL22  200של סודיום אצטטµM הוספו האנזימים :amyloglucosidase U 72 ;α-amylase U 

28 ;cellulase U 66.  45שעות  02-ל רהוכנס לאינקובאטוההידרוליזת ºC 150 RPM . לאחר

עמידות  10mL למבחנות ההידרוליזת הועבר למבחנות. נלקחה דגימת סוכר ואתנול מכן

 . המבחנות עם הנוזל נשקלו .בכל מבחנה mL3 ,לאוטוקלב

 S. cerevisiaeאו  E. coliשל סטרטר  75μlת הוסף הידרוליז mL3לכל מבחנה של  -סהתסי

 ,ºC 32 רבאינקובאטו תססוהו S. cerevisiae -ההידרוליזתים עם ה(. 5טבלה )בהתאם לניסוי 

150 RPM  הההידרוליזתים עם . שעות 02למשך- E. coli 37 רבאינקובאטו תססוהו ºC, 150 

RPM  למעט  םבתוך מבחנות אטומות בתנאים אנאירובייהתסיסה התבצעה . שעות 28למשך

  200μlוונלקחהמבחנות נשקלו שעות   02לאחר כל . כמות החמצן הראשונית שנשארה במבחנה
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ההידרוליזתים הוכנסו לכלי שלב התסיסה הראשון  לאחר. דגימה לצורך בדיקת אתנול וסוכרנוזל 

. לצורך אידוי אתנול עם פקק פתוח ותדק 32למשך  ºC 80של  הבטמפרטורם עם מים חמי

. דגימה לצורך בדיקת אתנול וסוכרנוזל   200μlוונלקחנשקלו  ,תים עברו אוטוקלבההידרוליז

 .Sאו  E. coliשל סטרטר  75μlת הוסף הידרוליז ל התסיסה לכל מבחנה שלבשלב השני ש

cerevisiae  (. 5טבלה )בהתאם לניסוי 

 02למשך  ºC 150 RPM 32 רבאינקובאטו ותססוה S. cerevisiae -ההידרוליזתים עם ה

. שעות 28למשך  ºC 150 RPM 37 רבאינקובאטו תססוהו E. coli -ה ההידרוליזתים עם. שעות

המבחנות  שעות 02לאחר כל . םבתוך מבחנות אטומות בתנאים אנאירובייהתסיסה התבצעה 

שלב התסיסה השני  לאחר . לצורך בדיקת אתנול וסוכר נוזל דגימה  200μlנשקלו ונלקחו

 .  דגימה לצורך בדיקת אתנול וסוכרנוזל   200μlונלקחוההידרוליזתים נשקלו 

 Ulva sp.לאצת  דו שלבית התססה ,1-ו 1ניסוי סיכום   -5  טבלה

Exp Name Hydrolysis Step 1- 

organism 

Fermentation 

(hr) 

Ethanol 

evaporation (min) 

Step 2- 

organism 

Fermentation 

(hr) 

1 

Y-E 1 Acid + enzyme mix 

separately  

S. cerevisiae 24 25 E. coli. 24 

Y-Y 1 Acid + enzyme mix 

separately  

S. cerevisiae 24 25 S. cerevisiae 24 

E-Y 1 Acid + enzyme mix 

separately  

E. coli 24 25 S. cerevisiae 24 

E-E 1 Acid + enzyme mix 

separately  

E. coli 24 25 E. coli. 24 

2 

Y-E 2  Acid+ enzyme mix S. cerevisiae 24 30 E. coli. 48 

Y-Y 2  Acid+ enzyme mix S. cerevisiae 24 30 S. cerevisiae 24 

E-Y 2  Acid+ enzyme mix E. coli 48 30 S. cerevisiae 24 

E-E 2  Acid+ enzyme mix E. coli 48 30 E. coli. 48 

 

 1L בנפחהפקת אתנול  6.3

מכילות אצות שנקצרו בתאריך זה נמצאו . 08.26.10 נקצרו בתאריך, Ulva sp.מזן אצות  -אצות

בתנור  לאחר מכןבאזור מוצל ו שעות 00יובשו האצות  .57ביותר האת כמות הסוכרים הגבוה
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(40ºC) 0.125≤*<0.25  טחנו לגודלהאצות נ .00%עד שהלחות היחסית בתוך האצה ירדה מ 

mm. 

. L1זכוכית כלי שני ב 12%בעומס מוצקים  Acid+ Enzyme mixת הידרוליזה בשיט -הידרוליזה

 121אוטוקלב והם עברו  )H2SO4 (0%חומצה  mL0.2ובנוסף  אצות יבשות .g0 כל כלי הוספול

ºC ,32 הוכנס התקררות הנוזל לאחר. דקות mL20  פוספט בופר(phosphate buffer 0.5 M )

הידרוליזה אנזימתית נעשתה . pH-4.5-ל NaOH 3Mלכל בקבוק והחומצה נסתרה עם 

 amyloglucosidase 897U ,α-amylase: נפחים הבאיםבאנזימים  .Enzyme Mixבאמצעות 

830U ,cellulase 354 הוכנסו לתוך mL.22  200סודיום אצטטμM.  המכיל זכוכית כלי לכל

 02משך ל ראינקובאטוהוכנסו ל לתיםיההידרוז. מתמיסת האנזימים mL0.2 ףת הוסהידרוליז

 .ת סוכר ואתנולודגימ ונלקח לאחר מכן. ºC 150 RPM 45שעות 

 .1.1.1 פרקב כמפורט E. coli -ו S. cerevisiaeגידול  -מיקרואורגניזמים גידול 

 MINIFORמדגם פרמנטורל הועברת לההידרוזי -S. cerevisiaeשלב ראשון על ידי תסיסה 

1L  ((LAMBDA MINIFOR, Switzerland ( 7איור) שעבר אוטוקלב .pH  הועלה להתמיסה-

התסיסה . מסטרטר S. cerevisiaeשל  .mL0הוסף  ולאחר מכן NaOH 3Mהוספת  ל ידיע ...

טמפרטורה   .Hz8מהירות בחישה של   ºC 32שעות  02במשך  םהתקיימה בתנאים אנאירוביי

 .שעות 02אתנול וסוכר נמדדו לאחר  ,נמדדו בצורה רציפה pH-ו
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  MINIFOR 1Lפרמנטור  -7  איור

 RE201D (Zhengzhou Keda, China )מדגם מאדה מסתובב התמיסה הועברה ל -זיקוק

 געת המים באמבט החימוםמרגע ה החלתהליך הזיקוק התבצע  .L0למיכל זכוכית ( 8איור )

מהירות  ºC 78טמפרטורת מים באמבט  : הזיקוק התבצע בתנאים הבאים. ההרצוילטמפרטורה 

 .0זמן זיקוק . ºC 15טמפרטורת מי קירור , Kpa 6.-02 לחץ במערכת ,  RPM 50סיבוב 

נערכו מדידות . מבחנה אטומה לא, mL 022-1.2 -כ, סף הנוזל שזוקקלאחר הזיקוק נא. דקות

עבר בדיקת הנוזל שזוקק מן התמיסה  .הימצאות אתנול בתמיסת המקורמ לוודא אי "אתנול ע

 .יותר אתנול גבוה בריכוזעל מנת להגיע לנוזל זוקק פעמיים נוספות אתנול ו

עברה אוטוקלב בתוך מיכל היא לאחר זיקוק התמיסה  -E. coliתסיסה שלב שני על ידי 

 .mL0והוכנסו  6-הועלה ל pH -ה התקררות הנוזל לאחר. למשך חצי שעה ºC 121הפרמנטור 

E. coli 37ב שעות  36במשך  םבתנאים אנאירובייהתסיסה התבצעה . מסטרטר ºC מהירות וב

 36-ו  02אתנול וסוכר נמדדו לאחר  ,בצורה רציפהנוטרו  pHטמפרטורה ו  .HZ8בחישה של  

 .שעות

באותם תנאים כמו ( ולא שלוש)פעם אחת  זוקקהסיום שלב התסיסה השני התמיסה עם  -זיקוק

 .ראשוןהתסיסה ה בלאחר של
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 מאדה מסתובב - 8איור 

 לחישוב כמות סוכרים ואתנול  שיטות אנליטיות 6.2

 HPLCכימות  סוכרים בעזרת מכשיר   6.2.1

 :כימות הסוכרים נעשה על ידי מכשיר

PAEC-PAD (High Pressure Anion-Exchange Chromatography coupled with 

Pulsed Amperometric Detection) (Dionex, Thermo Fischer Scientific, MA, USA). 

הדגימות . 2.והדגימות שנלקחו בתהליך התסיסה נמהלו פי  122דגימות ההידרוליזה נמהלו פי  

ים פרוט תוכנית הפעולה של המכשיר נמצא בנספח)פולטרו והוכנסו למבחנות ייעודיות למכשיר 

. וחומצה גלוקרוניתקסילוז , פרוקטוז, גלוקוז, גלקטוז, הסוכרים שנבדקו הם רמנוז (.(11.1)

. לצורך בדיקת הסוכרים היה צורך להכין מבחנות עם ריכוזים ידועים של כל אחד מהסוכרים

לאחר קבלת התוצאות בניתי משוואת ישר עם המהולים הידועים וכך חישבתי את כמות הסוכרים 

  מתוך החומר היבש םכמות הסוכריחישוב לצורך . mg sugar/mLביחידות. שנמצאים בכל דגימה

נפח הדגימה ) הוכפלו בנפח הדגימה mg sugar/mLהסוכרים שהתקבלו ביחידות של תוצאות 

חולקו התוצאה במשקל לאחר מכן ו (חושב בעזרת מדידת משקל המבחנה לפני כל לקיחת דגימה

לאורך  .%..1-1 -יה של כיסט ועומדת על ההשל המכשיר היא גבורמת הדיוק  .האצה היבש

הניסויים נתקלנו בבעיה של ירידה ברגישות המכשיר שגרמה לקפיצות מסוימות ולהבדלים בין 

רמלנו את התוצאות שהתקבלו יבכל פעם נעל מנת להתמודד עם הבעיה . תוצאות הסוכרים

עשר  ר לאחר כלה עם ריכוז ידוע שהרצנו במכשילתוצאות שהתקבלו מתמיסבניסוי ביחס 

 .דגימות
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 אתנולכמות אתנול באמצעות קיט חישוב  6.2.0

 K-ETOH, Magazme)חישוב כמות האתנול בתהליך התסיסה נעשה בעזרת אתנול קיט 

Ireland)  .הכנו לצורך חישוב כמות האתנול . 2.י הדגימות שנלקחו בתהליך התסיסה נמהלו פ. 

ת בלנק וכן מבחנ (.mg ethanol/mL1,2.0.,2..,2.0.,2.10 ) מבחנות עם ריכוזי אתנול ידועים

 פי  עלהריאגנטים הבאים באריות  36לתוך צלחת של הוכנסו לאחר מכן . מים בלבד עם

 : (9איור ) טוקולוהפר

  

 (מתוך החוברת שהגיע עם הקיט) פרוטוקול להרצת לקיט אתנול -9איור 

. 340nmבאורך גל של  (Tecan, infinite M200 PRO)המדידות התבצעו בספקטרופוטומטר 

וכן את הקריאה שהתקבלה רק   A2-A1רקע הקריאות לאחר קבלת התוצאות הורדתי את 

. שבתי את כמות האתנוליבניתי משוואת קו ישר וכך חשל אתנול מהריכוזים הידועים . ממים

הכפלתי את התוצאה  כןלאחר מ. mg ethanol /mLביחידות של  ןתוצאות האתנול המתקבלות ה

על פי  .פ צורך"או בכמות הסוכרים ע בנפח הדגימה וחילקתי במשקל החומר היבש בכל מבחנה

וון ימכ. mL0במידה ודוגמים בנפח של  mg/l 2.203-2.226 בין יאהסטייה של התוצאות ההיצרן 

הסטייה של התוצאות גדולה  ,מיקרו ליטר דגימה 022כלומר  ,36שאת הדגימות הרצנו בפלטת 

 .באופן יחסי יותר
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 של התוצאות  ח סטטיסטיונית 6.2.3

. עברו אנליזה כפי שמתואר בפרק שיטות אנליטיות HPLC-תוצאות הסוכרים שהתקבלו מה

בין כל התוצאות . לאחר קבלת התוצאות הסופיות של כל מבחנה  התוצאות נותחו בתוכנת אקסל

  .T-test one tail ɑ<.2.2נעשה מבחן 

 תוצאות 0

  spUlva.של אצות  הידרוליזהטיפול מקדים ו 0.1

 טיפול מקדים והידרוליזה 0.1.1

 ועל מנת למצוא מה מספר טיפולים מקדימים והידרוליזות אנזימתיותבמהלך הניסוי ביצענו 

: הניסוי כלל שלושה סוגים של טיפול מקדים. הידרוליזהילוב הטוב ביותר בין טיפול מקדים ושה

לאחר הטיפול המקדים ערכנו הידרוליזה . רמיתחימום וטיפול הידרורק , חימום +חומצה 

לאחר קבלת התוצאות הורדנו מהתוצאות . י שילוב שלוש קומבינציות של אנזימים"אנזימתית ע

 . את הסוכרים שהגיעו עם האנזימים

, שהטיפול המקדים היעיל ביותר הוא עם חומצה (01 איור)מתוצאות ההידרוליזה ניתן לראות 

המגוון את גם סוכר מאצה יבשה ו ±1.97% 12.01 -אחוז הסוכר הגבוהה ביותר כשם התקבל 

 חומצה גלוקורוניתו %.3.3בדגש על אחוז גבוה של רמנוז ( A10 איור)הגדול ביותר של סוכרים 

בשאר הטיפולים המקדימים ללא אנזימים התקבלו . לעומת שאר הטיפולים המקדימים, 2.3%

הוספת האנזימים  לאחר הטיפול המקדים העלתה בעיקר את אחוז . תוצאות נמוכות של סוכרים

 -כ הסוכרים הגבוה ביותרך לאחר חומצה הפיק את ס - Enzyme mixהשימוש ב. הגלוקוז

בין טיפול ( S1טבלה )ישנו הבדל מובהק . (S1טבלה ) יבשהסוכר מאצה  ±1.42% 17.42

 . Viscozyme -ו enzyme mixמקדים בחומצה לעומת טיפול מקדים עם חומצה והידרוליזה עם 

הסוכרים שהתקבלו הם גלוקוז ופרוקטוז , (B10 איור)בטיפול מקדים על ידי חימום בלבד  

אנזימים השונים הוא זניח ולא מובהק ההבדל בין ה)לאחר הוספת האנזימים  .בפחות מאחוז

התקבלו ( C10 איור)בשימוש בהידרוליזה אנזימתית בלבד . גלוקוז 6-8%התקבלו ( סטטיסטית

ההבדל בין הקומבינציות של האנזימים הוא זניח ואף ) 0-8% :אחוזים גבוהים בעיקר של גלוקוז

התוצאות לאחר טיפול מקדים . ופחות מאחוז של קסילוז ופרוקוטוז( לא מובהק סטטיסטית

גם לאחר . גלוקוז וקסילוז, כאחוז של רמנוז :תרמי מראות אחוזים נמוכים של סוכרים-הידרו

, משאר ההידרוליזות בצורה משמעותית ותסוכרים שהתקבלו נמוככמויות ה, הוספת האנזימים

ים השונים הוא תרמי בלבד לבין השימוש באנזימ-ההבדל בין הטיפול ההידרו. אחוז גלוקוז %.-3

 . זניח ולא מובהק סטטיסטית
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ניתוח סטטיסטי של כלל התוצאות מראה שיש הבדל מובהק בין טיפול מקדים עם חומצה לבין 

כמו כן  ,יותרהמניב בנמצא כטיפול טיפול עם חומצה בלבד . המקדימיםשאר הטיפולים 

הניבה  לאחר טיפול מקדים בחומצה( כל שלוש הקומבינציות של האנזימים)הידרוליזה אנזימתית 

ההידרוליזות האנזימתית לאחר שאר לעומת בצורה מבוהקת את התוצאה הטובה ביותר 

 .)בנספחים S1טבלה )הטיפולים המקדימים 

טיפול : A איור. הידרוליזה האנזימתיתומה מהטיפולים המקדימיםסוכרים שהתקבלו ת תוצאו

של הידרוליזה תוצאות : C איור .ם על ידי חימוםיקדמטיפול :  Bאיור. ים על ידי חומצהקדמ

בכל  Yציר  . H-T- Hydrothermal, תרמי-ם על ידי הידרויקדמטיפול : D איור. אנזימתית בלבד

בכל הגרפים  Xציר  .לדגימה מציג את אחוז הסוכרים מתוך חומר האצה היבשה שהוכנסהגרפים 

ות את ממוצע העמודות מציג .דים וההידרוליזה האנזימתית שנעשומציג את הטיפול המק

  .S1טבלה בנספחים באת התוצאות של כל הסוכרים ניתן למצוא  .סטיית תקן+ התוצאות 

 T-test -ת טבלת הא. T-test one tail ɑ)<.2.2)מובהקות סטטיסטית נבדקה בין כלל התוצאות 

ית התקבלו התוצאות הגבוהות עמודות המסומנות בכוכבב. S1טבלה בנספחים ניתן לראות 

  .(n=6)  כל חזרה הייתה כפולהות ולכל ניסוי נעשו שלוש חזר .משאר התוצאות בצורה מובהקת

 

 Ulva sp.של אצת  טיפול מקדים והידרוליזה -10  איור
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 משתנה עומס מוצקיםטיפול מקדים והידרוליזה ב 0.1.0

היה  ןמייצגות שאחוז הסוכרים שהתקבל בהלאחר ביצוע ההידרוליזה בחרנו שלוש הידרוליזות 

בניסוי נבדקו שני . אופטימלימוצקים הההידרוליזות בדקנו מהו עומס ן באות .הגבוה ביותר

. המוצגים כאחוז סוכרים מתוך אצה יבשה, סוכרים שהתקבלוהוא ראשון פרמטר  :פרמטרים

הבדיקה של כמות . mg sugar/mL -ב תמוצגה ,כמות סוכרים בדגימההוא השני הפרמטר 

מתוך הבנה שבסופו של דבר כמות האתנול שתתקבל בתסיסה תהיה בהלימה  נעשתההסוכרים 

עומסי מוצקים התחלתיים  הההידרוליזות נעשו בארבע. לכמות הסוכרים בפועל בהידרוליזת

 (5S טבלהו A11 איור)סוכרים התוצאות תשואת  (.3טבלה ) 02%ו %.1 ,12%, %. :שונים

ואחוז  ל שעומס המוצקים נמוך יותר היעילות של הטיפול המקדים וההידרוליזה עולהמראות שככ

. לשאר עומסי מוצקים %.ההבדל העיקרי הוא בין . הסוכרים מתוך החומר היבש גדל

בטיפול , יש הבדל מובהק בין עומסי המוצקים השונים  Acid+ Viscozymeבהידרוליזה עם 

Acid + all enzyme  ובכל השאר ההבדל אינו  02%ו %.1ל %.רק בין  יש הבדל מובהק

 (. S3טבלה )אין הבדל מובהק בין עומסי מוצקים שונים  All enzymeבהידרוליזה של . מובהק

ככל שעומס המוצקים גבוה  -ל התוצאות הפוכות"בבחינה של כמות הסוכרים למ ,לעומת זאת

מבחינה , (6Sוטבלה  1B1 איור)כפי שניתן לראות . כמות הסוכר בדגימה גדולה יותרכך יותר 

 %.יש הבדל מובהק בין הכמות סוכר שהתקבלו בכול ההידרוליזות בעומס מוצקים סטטיסטית 

אין הבדל מובהק בין  Acid+ Viscozymeבטיפול והידרוליזה של . לבין שאר עומסי המוצקים

גם כן  יש  Acid + all enzymeלעומת זאת בטיפול של  02%-ו %.1-ל 12%עומס מוצקים 

 12%יש הבדל מובהק בין  All enzymeבהידרוליזה של . 02%-ו %.1-ל 12%הבדל מובהק בין 

 +Acidבהידרוליזה 12%בעומס מוצקים של  (.4S טבלה) 02%ל %.1אך לא בין  02%ו %.1-ל

All enzyme  2.2 -כ יםנותנmg/mL  של רמנוזמקסימלית כמות הוגלוקוז (1.31 mg/mL), 

ומת זאת בעומסי מוצקים של על .(mg/mL 1.07)וחומצה גלוקורונית (mg/mL 0.72) קסילוז

כמויות אך . גלוקוז 4.1mg/mL -מתקבל כ 02%-גלוקוז וב 3.46mg/mL  -מתקבל כ %.1

 (0.62mg/mL)וחומצה גלוקרונית ( mg/mL2 65.)נמוכות של רמנוז 
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 תשואה לכמות סוכרהשוואה בין , עומס מוצקים -11 איור

שונות סוכרים המתקבל בארבע רמות השוואה בין אחוז  תמוצג איורב -השוואה בין עומס מוצקים

 only-ו Acid+ Viscozyme ,Acid+ all enzyme :שונות שלוש הידרוליזותושל עומס מוצקים 

all enzyme.  באיור :A ציר  :ים שוניםקמוצ יתשואת הסוכרים בעומס תמוצגY  מציג את אחוז

ת כמות מוצג B: איורב .שוניםי מוצקים ומסמוצגים ע Xהסוכרים למשקל של אצה יבשה ובציר 

 . mg/mLביחידות של מציג את כמות הסוכרים  Yציר . ל בדגימה"לכל מ הסוכרים שהתקבלה

 .(n=4) כל חזרה הייתה כפולהלכל ניסוי נעשו שתי חזרות ו. את עומס המוצקיםמבטא  Xציר 

מובהקות סטטיסטית נבדקה בין כלל . סטיית תקן+ ות את ממוצע התוצאות העמודות מציג

טבלה מספר בנספחים ניתן לראות  T-test -ת טבלת הא.  T-test one tail ɑ)<.2.2)התוצאות 

S3 4וS 5טבלאות פרוט תוצאות הסוכרים נמצאים בנספחים  .בהתאמהS ו- S1  בהתאמה

לכל . תהתקבלו התוצאות הגבוהות ביותר שמובהקות סטטיסטי עמודות המסומנות בכוכביתב

  (.n=4) ות וכל חזרה הייתה כפולהחזר שניניסוי נעשו 
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  משתנה גודל חלקיקיםטיפול מקדים והידרוליזה ב 0.1.3

 ההידרוליזה. בשלב הבא בדקנו האם יש לגודל החלקיקים השפעה על תוצאות ההידרוליזה

 .(4טבלה ) שונים כפי שמפורט בפרק השיטות אצה יבשה שנטחנה לגדליםנעשתה עם 

למעט  השוניםדלי החלקיקים הבדל בין גשאין ניתן לראות ( 11איור ) מהתוצאות שהתקבלו

התשואה של סך הסוכרים שהתקבלה שגודל החלקיק הקטן ביותר ) *mm 0.063>חלקיק בגודל 

ניתן לראות שבחלקיק  (.7Sוטבלה A11 איור) .בצורה מובהקת הגדליםשאר ה יותר מגבוהממנו 

  איור) משאר החלקיקים גבוה בצורה מובהקתאחוז הגלוקוז שהתקבל * mm 0.063>בגודל 

12B   8וטבלהS). 

 

 טיפול מקדים והידרוליזה בגודל חלקיקים משתנה -12 איור

 .1-0הגדלים נעו בין , עם גודל חלקיקים משתנה האת אחוז הסוכר שהתקבל בהידרוליז מציג

מחומר  ים שהתקבלו סוכרסך האחוז מוצג  : Aאיורב. את גודל החלקיקים 2ניתן לראות בטבלה 

ים אחוזי סוגי הסוכרים השונים מוצג B:איורב .יבש לאחר הטיפול המקדים וההידרוליזה

בשני הגרפים מציג את  Yציר . מהחומר היבש לאחר הטיפול המקדים וההידרוליזהשהתקבלו 

העמודות . -mmגודל חלקיק האצות במציג את  Xציר . אחוז הסוכר שהתקבל מהחומר היבש
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מובהקות סטטיסטית נבדקה בין כלל . סטיית תקן+ בשני הגרפים מציגות את ממוצע התוצאות 

 S8 -וS7טבלה ב ניתן לראות T-test -ת טבלת הא. T-test one tail ɑ)<.2.2)התוצאות 

התקבלו התוצאות הגבוהות ביותר , איורעמודות המסומנות בכוכבית בכל ב. בהתאמה

  (.n=3)  חזרות 3לניסוי נעשו . תשמובהקות סטטיסטי

 

  spUlva.של אצת  תסיסה דו שלביתתוצאות  0.0

של תסיסה דו שלבית במספר קומבינציות של  י ניסוייםנבשלב התסיסה הדו שלבית ערכתי ש

הניסוי הראשון נעשה לאחר הפקת לקחים והסקת  .פי שיפורט בהמשךכמיקרואורגניזמים 

א לאחר הפקת לקחים הניסוי השני שעשיתי הו. מסקנות מתהליך ההידרוליזה ופיילוטים שערכתי

 :להלן אציג את תוצאות הניסויים ,הניסוי הראשוןמ

 1ניסוי מספר  תסיסה דו שלבית 0.0.1

 לאחר מכןו 12%בעומס מוצקים של נעשה טיפול מקדים עם חומצה  1בניסוי תסיסה מספר 

. 12%בעומס מוצקים של  ימתית תהיהההידרוליזה האנזגם הופרד הנוזל מהמוצקים על מנת ש

הנוזל שהתקבל לאחר הטיפול המקדים והנוזל שהתקבל לאחר חיברתי בין  לאחר מכן

מהטיפול המקדים עם חומצה  והסוכרים שהתקבלסך כמות . האנזימתיתההידרוליזה 

תוצאות  .mg/ g DW  55אוכמות הגלוקוז הי mg/ g DW  163היא  וההידרוליזה האנזימתית 

 mg/ g  -מתוך כלל הסוכרים שהתקבלו כ .S9בטבלה  ותהסוכרים שהתקבלו נמצאמגוון 

DW01.3  את  כוללות שיוצגו בהמשך סיסהתוצאות הת)הם סוכרים שהגיעו מהאנזימים

 . (הסוכרים מהאנזימים

ניתן לראות  (1 וטבלה 13 איור)שהתקבלו  שונותהדו שלבית בקומבינציות התוצאות התסיסה מ

 ,mg/ g DW01.23 -כ ,בשלב הראשון הפיקה הכי הרבה אתנול S. cerevisiaeשתסיסה עם 

 התסיסהבבשלב השני . אתנול כלללא התקבל בה ש E. coliלעומת תסיסה בשלב הראשון עם 

 לעומת זאת. אתנול mg/ g DW 3 -הפיק כ E.coli -הS. cerevisiae→E. coli דו שלבית 

 .S-ו אתנול mg/ g DW 2.6שהפיק  S. cerevisiaeאחרי  S. cerevisiae תסיסה של

cerevisiae  שבא אחריE. coli הפיק כש- mg/ g DW..0 אתנול . E. coli אחרי  שבאE. coli  

 .S. cerevisiae→ Eלאחר שכלול שני השלבים ניתן לראות שהתססה . לא הפיק אתנול כלל

coli כ -ביותר ההאתנול הגבוה כמותיתן את ת mg/ g DW02.2  לעומתmg/ g DW 00.6 

 CUY- carbon -של ה בחינה .S. cerevisiae→ S. cerevisiaeאתנול שהתקבל מתסיסה של 

utilization yield  (תשואת פחמן),  מתוך כלל  הפך לאתנולשמציג את אחוז הפחמן מדד אשר

 :מחושב על פי המשוואה הבאה  CFU-ה. הפחמן שיצא בתהליך התסיסה
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 ,נוצל אחוז הפחמן הגבוה ביותר לאתנול S. cerevisiae→ E. coliבתסיסה דו שלבית על ידי   

למרות  ,S. cerevisiae→ S. cerevisiaeתסיסה של נוצלו בש 28.8%ומת לעזאת  .30.4%-כ

 .( 6 טבלה)שסך הפחמן שנצרך במשך התהליך זהה

 התסיסה לאורך וסוכר באתנול שינוי, 1 ניסוי שלבית דו תסיסה -13 איור

תסיס דו :Aשינוי בסך סוכרים ואתנול לאורך תסיסה דו שלבית בארבע קומבינציות , 1 ניסוי
 :S. cerevisiae→S. cerevisiae  Cתסיסה דו שלבית :S.cerevisiae→E.coli Bשלבית 

 E. coli→ E. coliתסיסה דו שלבית  :E. coli→ S. cerevisiae   D תסיסה דו שלבית
לאחר בדיקת אתנול  .וסוכר נבדקו לפני ואחרי כל שלב אתנול, שעות 02אורך כל שלב הוא 

לאחר שלב התסיסה הראשון האתנול אודה והדגימות עברו אוטוקלב על מנת להרוג את 
חור שבקו  איורמסומן על גבי ה המעבר בין שלבי התסיסה .המיקרואורגניזם שהתסיס

השמאלי מציג את כמות הסוכר  Yציר . התחילה התסיסה בשלב השני לאחר מכן. מקווקו
. mg/g DWהימני מציג את כמות האתנול ביחידות של  Yציר  . mg/g DWביחידות של 

סטיית תקן של השינוי בסך כל + הקו האדום מציג את ממוצע. מציג את זמן התסיסה Xציר
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מציגות את  הנקודות האדומות לאורך הקו האדום. יסה הדו שלביתהסוכרים לאורך התס
סטיית תקן של סך האתנול + הקו הכחול מציג ממוצע. ם בהם נמדדו הסוכריםהזמני

וון שלאחר שלב התסיסה הראשון כל האתנול ימכ, שהצטבר לאורך התסיסה הדו שלבית
. הזמנים בהם נמדד האתנול ים אתהריבועים הכחולים לאורך הציר מציג. שהתקבל אודה
 (.n=3)  חזרות 3לכל ניסוי נעשו 

  דו שלבית תסיסהשינוי באתנול וסוכרים לאורך , 1ניסוי  -6  טבלה

exp1 Step-1 

initial 

(sugar 

mg/g 

DW) 

Step-1 

final 

(sugar 

mg/g 

DW) 

∆ sugar 

decrease 

Step 1 

(sugar 

mg/g DW) 

Ethanol 

step 1  

(mg/g 

DW) 

Ethanol  

step 1      

(mg /g 

DW)/ 

∆ Sugar 

decrease  

(mg/g  

DW) 

Step- 2 

initial 

 (sugar 

mg/g 

DW) 

Step-2 

final 

(sugar 

mg/g 

DW) 

∆ 

 sugar 

decrease 

Step 2 

(sugar 

mg/g DW) 

Ethanol 

step 2 

(mg/g 

DW) 

Ethanol 

step 2 

(mg/g 

DW)/ 

∆ Sugar 

decrease 

(mg/g 

DW) 

∆ total 

sugar 

decrease 

(gr/g 

DW) 

Ethanol 

total    

(mg/g 

DW) 

Ethanol 

(mg/g 

DW)/ 

∆ 

 Sugar 

decrease 

 (mg/g  

DW) 

CUY 

% 

Y-E a  169.41 103.80 65.61 24.57 0.37 103.22 91.92 11.23 4.10 0.37 77.42 28.67 0.37 37.03 

Y-E b  169.41 100.21 69.20 19.43 0.28 94.87 86.81 8.06 2.60 0.32 82.59 22.03 0.27 26.67 

Y-E c  169.41 102.68 66.73 20.29 0.30 97.28 87.24 10.05 2.34 0.23 82.17 22.63 0.28 27.53 

Y-E  169.41 102.23 67.18 21.43 0.32 98.46 88.68 9.78 3.01 0.31 80.73 24.44 0.30 30.41 

Y-Y a  169.41 102 67.42 23.35 0.35 98.00 88.17 9.83 0.00 0.00 81.24 23.35 0.29 28.74 

Y-Y  b  169.41 100.73 68.68 21.37 0.31 95.30 89.06 6.24 0.93 0.15 80.35 22.30 0.28 27.75 

Y-Y  c  169.41 106.10 67.76 21.19 0.33 95.30 87.04 8.62 0.91 0.15 80.77 22.10 0.29 28.97 

Y-Y  169.41 102.95 67.95 21.97 0.33 96.21 88.09 8.23 0.61 0.10 80.79 22.58 0.28 28.49 

E-Y  a  169.41 142.22 27.19 0 0.00 128.43 95.62 32.81 4.80 0.15 73.79 4.80 0.07 6.50 

E-Y b  169.41 141.80 27.61 0 0.00 130.74 93.67 37.08 5.17 0.14 75.74 5.17 0.07 6.82 

E-Y c  169.41 144.97 40.92 0 0.11 131.36 95.20 26.04 5.24 0.13 76.77 5.24 0.14 13.94 

E-Y  169.41 143.00 31.90 0.00 0.04 130.18 94.83 31.98 5.07 0.14 75.44 5.07 0.09 9.09 

E-E a  169.41 145.06 24.35 0 0.00 139.37 124.96 14.41 0 0.00 44.45 0.00 0.00 0.00 

E-E b  169.41 138.06 31.35 0 0.00 134.07 131.94 2.13 0 0.00 37.47 0.00 0.00 0.00 

E-E c  169.41 141.16 29.20 0 0.01 140.14 131.94 16.17 0 0.05 52.45 0.00 0.03 3.03 

E-E  169.41 141.43 28.30 0.00 0.00 137.86 129.62 10.90 0.00 0.02 44.79 0.00 0.01 1.01 
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וטבלה  14 איור)ניתן לראות , תהתסיסה הדו שלביתהליך סוכרים לאורך השינוי בשל  בבחינה

S9 )הוא מתקבל בהידרוליזה בכמות הגדולה , דומיננטי ביותרההגלוקוז הוא הסוכר צפוי כש

אך לא צורך את הגלוקוז   E. coli -לעומת זאת ה .S. cerevisiae -ונצרך לגמרי על ידי ה ביותר

 חומצה גלוקורוניתניתן לראות שהרמנוז וכן ה (.תובהתאם כמות האתנול שמתקבל) את כולו

בשלב השני לאחר תסיסה על  E. coli -צרך בכמות קטנה על ידי הנהקסילוז ו אינם נצרכים כלל

 .בין השלבים סוכרים רבים עוברים שינויים אטוקלבנקודה נוספת היא שב .S. cerevisiaeידי 

בולט ה)ברובם יש פרוק שמתבטא בכמות הסוכרים איתה מתחיל השלב השני של התסיסה 

 .לה במעט כגון הקסילוזווישנם סוכרים שהריכוז שלהם ע (חומצה גלוקרוניתביותר הוא 
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 תסיסה דו שלביתשינוי בסוכרים לאורך , 1ניסוי  -14  איור

תוצאות : A. בקומבינציות השונותלאורך התסיסה הדו שלבית  שהתקבלו תוצאות הסוכרים

: F, תוצאות פרוקטוז: E, תוצאות קסילוז:D, תוצאות גלוקוז:C, תוצאות גלקטוז: B, רמנוז

סוג כל מציג את כמות הסוכר ההתחלתית מבכל הגרפים  Yציר . תוצאות חומצה גלוקרונית

הדגימות  לאחר מכןשעות ו 02במשך ה נערך סיסכל שלב בת .זמןהמציג את  Xציר  .סוכר

כל קו . ם של התסיסהמציג את המעבר בין השלבי המקווקו הקו השחור .וטוקלבעברו א

סטיית תקן של כל +ממוצע התוצאות הן. נה של תסיסה דו שלביתבצבע מציג קומבינציה שו

 (.n=3)חזרות  3כל ניסוי נעשה עם . יתדגימה של סוכר לאורך התסיסה הדו שלב

שנעשה בין תוצאות האתנול שהתקבלו בכל תהליך התסיסה הדו ( 7טבלה )מבחן ססטיסטי 

התקבלה כמות גבוהה יותר   S. cerevisiae→E. coliתסיסה דו שלבית של בהראה ש תשלבי

כמות האתנול . S. cerevisiaeשל אתנול באופן מובהק לעומת תסיסה חד שלבית של 

אינה גבוהה באופן  S. cerevisiae→S. cerevisiaeהמתקבלת בתסיסה דו שלבית מסוג 

 .Eתסיסה דו שלבית של  .S. cerevisiaeמובהק מן הכמות שמתקבלת בתסיסה חד שלבית של 

coli→S. cerevisiae מתסיסה של  עדיפה באופן מובהקE. coli  בלבד. 

 כ אתנול שהתקבל"סה תסיסה דו שלבית 1ניסוי T-test  -7  טבלה

  exp 1  Y  E  Y-E    Y-Y  E-Y    

E  2.222         

Y-E    2.222 2.222       

Y-Y  2.123 2.222 2.126     

E-Y    2.222 2.223 2.222 2.222   

E-E    2.222 - 2.222 2.222 2.222 
 

 והאתנול שהתקבל שנעשה בין כמויות T-test  (2.2.>(T-test one tail ɑתוצאות של  -0טבלה 

של אתנול  הם ממוצע(  (S. cerevisiae Yהנתונים לתסיסה בשלב אחד של . בתסיסות השונות

 .S. cerevisiae- S -ו  S. cerevisiae-E. coliשהתקבל בשלב הראשון בתסיסה דו שלבית של 

cerevisiae .הנתונים לתסיסה בשלב אחד של E. coli  E)  )ע של אתנול שהתקבל הם ממוצ

 .   E. coli - E. coli -ו E. coli - S. cerevisiaeבשלב הראשון בתסיסה דו שלבית של 
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 0ניסוי תסיסה דו שלבית  0.0.0

 1ובשונה מניסוי 12%נעשה טיפול מקדים עם חומצה בעומס מוצקים של  0בניסוי תסיסה מספר 

 אנזימתיתההידרוליזה ה מכיוון שכך. ההידרוליזה החומציתלא הופרדו הנוזלים מהמוצקים לאחר 

וד זמן בע שעות 28-ל התארך E. coliהתסיסה של  מןז ,בנוסף. %.בעומס מוצקים של  נעשתה

סוכרים שהתקבלו מההידרוליזה היא כמות ה. שעות 02 נשאר S. cerevisiaeהתסיסה על ידי 

mg/ g DW 000 אוכמות הגלוקוז היmg/ g DW  101.74 ,ה בניסוי שהתקבל כפול מהכמות

 . 10S)טבלה. )1בניסוי  ושהתקבל כמויותלבכמותם זהים שאר הסוכרים שהתקבלו  .1מספר 

שהגיעו מהאנזימים  גלוקוז ופרוקטוזהם  mg/ g DW00.3  -מתוך כלל הסוכרים שהתקבלו כ

של  0ניסוי  תוצאותב(. את הסוכרים מהאנזימים וצאות התסיסה שיוצגו בהמשך כוללותת)

 .Sניתן לראות שתסיסה עם   (8וטבלה  15 איור) ה הדו שלבית בקומבינציות שנבדקותסיסה

cerevisiae  כ ,ה ביותרהאת כמות האתנול הגבובשלב הראשון הפיקה- mg/ g DW32.00, 

 mg/ g DW3.20 -כ ושעות התקבל 28לאחר  אבש  E. coliלעומת תסיסה בשלב הראשון עם 

 mg/ g DW 8.8 -הפיק כ S. cerevisiae אחרי שבא E. coliבשלב השני של התסיסה . אתנול

תנול התקבלה שעות התוצאה המקסימאלית של א 28אף על פי שהתסיסה נמשכה )אתנול 

 mg/ g -כ ההפיק S. cerevisiaeאחרי  S. cerevisiaeלאחר מכן תסיסה של  .(שעות 02לאחר 

DW ..0 תסיסה של . אתנולS. cerevisiae  שבא אחריE. coli כ ההפיק- mg/ g DW2.3 

שכלול שני מ. שעות 28לאחר  אתנול mg/ g DW1 הפיק E. coliאחרי  שבא E. coli. אתנול

את  נותנת S. cerevisiae→E. coli דו שלבית ניתן לראות שהתססה של התסיסה השלבים

 .S. cerevisiae→Sתסיסה של  .אתנול mg/ g DW33..3 -כ ,ביותר ההאתנול הגבוה כמות

cerevisiae גבוההה הכי יתנה את הכמות השנינ ,mg/ g DW 34.41 תסיסה דו שלבית . אתנול

E. coli→S. cerevisiae נתנה mg/ g DW0..6 התססת אתנול וE.coli→E. coli כ נתנה- 

mg/ g DW0.0 בלבד אתנול.  
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 S. cerevisiae→S. cerevisiae -ל S. cerevisiae→E. coli תסיסה  ביןלמרות ההבדל 

 לעומת  170 mg/g DW, (total sugarΔ)שלבית בתהליך התסיסה הדו  בכמות הסוכר שנצרך

149 mg/g DW ( 8טבלה) ,בבחינה של ה-CUY  דו שלבית  לראות שבתסיסהניתןS. 

cerevisiae→E. coli   ובתסיסה דו שלבית שלS. cerevisiae→S. cerevisiae  אחוז הפחמן

על אף ההבדלים בניהם בתהליך  ,בהתאמה 22.8% -ו  23.2%-כ ,זההכמעט שנוצל לאתנול 

 .התסיסה

 

 שינוי באתנול וסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית, 1ניסוי  -15  איור

. הקומבינציות שנבדקו תנול לאורך תסיסה דו שלבית בארבעשינוי בסך סוכרים וא 0ניסוי 
A:  תסיס דו שלביתS.cerevisiae→E.coli B: סיסה דו שלביתתS. cerevisiae→S. 

cerevisiae  C: תסיסה דו שלבית E. coli→ S. cerevisiae   D :  תסיסה דו שלביתE. 
coli→ E. coli.  תסיסת של אורך כל שלבS. cerevisiae  ו שעות 02הוא-E. Coli   28הוא 

 האתנול אודה, לאחר התסיסה בשלב הראשון נלקחה דגימה לאתנול וסוכר .שעות
המעבר בין שלבי  .להרוג את המיקרואורגניזם שהתסיס והדגימות עברו אוטוקלב על מנת

. התחילה התסיסה בשלב השני לאחר מכן. בקו שחור מקווקו איורעל גבי ה התסיסה מסומן
הימני מציג את  Yציר  , mg/g DWשל השמאלי מציג את כמות הסוכר ביחידות  Yציר 
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ת הקו האדום מציג א. מציג את זמן התסיסה X ציר. mg/g DWכמות האתנול ביחידות של 
הנקודות האדומות הסוכרים לאורך התסיסה הדו שלבית וכל  סטיית תקן כמות+ ממוצע

של  סטיית תקן+ הקו הכחול מציג ממוצע. לאורכו מציגות את הזמנים בהם נמדדו הסוכרים
וון שלאחר שלב התסיסה הראשון כל ימכ, סך האתנול שהצטבר לאורך התסיסה הדו שלבית

את הזמנים בהם נמדד  יבועים הכחולים לאורך הציר מציגיםהר. האתנול שהתקבל אודה
 (.n=3)  חזרות 3לכל ניסוי נעשו . האתנול

 לאורך תסיסה דו שלביתסוכרים ך השינוי אתנול וס 1ניסוי  8 -טבלה

Exp2 Step-1 
initial 
(sugar 

mg/g 

DW) 

Step-1 
final 

(sugar 

mg/g 

DW) 

∆ sugar 

decrease 

Step 1 
(sugar 

mg/g 

DW) 

Ethanol 

step 1 
(mg/g 

DW) 

Ethanol  

step 1     

 (mg /g 

DW)/ 
∆ Sugar 

decrease 

 (mg/g  

DW) 

Step- 2 
initial 
(sugar 

mg/g 

DW) 

Step-

2 
final 

(sugar 

mg/g 

DW) 

∆ 
sugar 

decrease 

Step 2 
(sugar 

mg/g 

DW) 

Ethanol 

step 2 

(mg/g 

DW) 

Ethanol 

step 2 

(mg/g 

DW)/ 
∆ Sugar 

decrease 

(mg/g 

DW) 

∆ total 

sugar 
decrease 

(gr/g 

DW) 

Ethanol 

total    

(mg/g 

DW) 

Ethanol 

(mg/g 

DW)/ 
∆ 

Sugar 

decrease 

 (mg/g  

DW) 

CUY 
% 

Y-E a 227.70 72.07 102.41 22.12 4.17 11.44 27.71 00.11 7.00 4.22 101.77 02.00 4.11 11.11 

Y-E b 227.70 72.22 102.21 21.01 4.21 70.17 27.24 20.07 7.01 4.02 174.20 07.14 4.22 22.07 

Y-E c 227.70 72.70 100.12 07.20 4.20 71.42 27.07 20.27 14.00 4.00 174.21 07.44 4.27 27.11 

Y-E 772722 96728 76.742 .4727 4777 95767 52727 72728 9794 47.. 724776 .8757 477. 7.777 

Y-Y a 227.70 10.11 100.72 21.77 4.10 71.20 77.01 14.12 2.42 4.00 101.02 20.10 4.17 17.42 

Y-Y  b 227.70 17.01 121.47 27.10 4.22 12.20 77.07 10.11 2.71 4.04 101.01 00.02 4.20 22.22 

Y-Y  c 227.70 17.21 104.22 00.02 4.27 71.01 77.00 12.20 0.02 4.22 124.04 02.07 4.27 27.01 

Y-Y 772722 82724 7.7742 79727 4777 84768 29745 77766 5728 4762 768727 .6767 477. 77789 

E-Y  a 227.70 140.20 121.20 2.00 4.40 17.41 01.71 27.21 0.04 4.12 127.17 7.70 4.40 2.20 

E-Y b 227.70 142.22 122.21 4.44 4.44 10.21 01.12 22.10 2.12 4.12 127.01 2.12 4.42 1.70 

E-Y c 227.70 140.70 124.12 0.17 4.40 10.44 72.00 21.20 0.40 4.27 122.21 14.11 4.47 7.47 

E-Y 772722 7427.4 777765 .762 474. 85774 24762 7672. 6748 4772 752778 2752 4745 6797 

E-E a 227.70 147.02 124.01 4.44 4.44 141.02 77.04 22.72 1.40 4.42 101.12 1.40 4.41 4.74 

E-E b 227.70 147.00 111.02 4.44 4.44 141.10 07.01 02.21 1.00 4.40 121.12 1.00 4.41 4.70 

E-E c 227.70 140.74 121.42 4.44 4.44 17.44 72.21 22.01 4.70 4.40 122.22 4.70 4.41 4.20 

E-E 772722 742754 774772 4744 4744 744775 26776 75787 7742 4746 75.757 7742 4747 4728 
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וטבלה  11 איור)ניתן לראות , תתהליך התסיסה הדו שלביסוכרים לאורך בבחינה של השינוי ב

S10 ) כולו בכל התסיסות כבר ונצרך  ל בהידרוליזה בכמות הגדולה ביותרמתקב שהגלוקוז

כל שאר מדידות יש ירידה מתונה ב ,בנוסף .(14 איור) 1בשלב הראשון לעומת התוצאות בניסוי 

השני ניתן  בשלב. - HPLCשל מכשיר ה סנסיטיביזציה-דהמ הנראה נובעתל ים שככהסוכר

לעומת . S. cerevisiaeלאחר   E. coliילוז בתסיסה של קסהרמנוז ומדידות הלזהות ירידה ב

 .  אין הבדל בירידה של הסוכרים בשלב התסיסה השניזאת בשאר התסיסות 

 

 שינוי בסוכרים לאורך תסיסה דו שלבית, 1ניסוי -16  איור

תוצאות : A. בקומבינציות השונותלאורך התסיסה הדו שלבית  שהתקבלו תוצאות הסוכרים

: F, תוצאות פרוקטוז: E, תוצאות קסילוז:D, תוצאות גלוקוז:C, תוצאות גלקטוז: B, רמנוז

מציג  Xציר , מציג את כמות הסוכר ההתחלתית בכל סוכר Yציר  .תוצאות חומצה גלוקרונית

שזמני התסיסות היו שונים בין  מכיווןלא הוצגו זמנים  . איורבניגוד ל)את שלב התסיסה 

דוגמה של סוכרים והדגימות  הלאחר שלב התסיסה הראשון נלקח(. הקומבינציות השונות
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כל קו . מציג את המעבר בין השלבים של התסיסה קווקוהקו השחור המ, עברו אטוקלב

סטיית תקן של כל +ממוצע התוצאות הן. נה של תסיסה דו שלביתבצבע מציג קומבינציה שו

 (.n=3)חזרות  3 בכל ניסוי נעשו. דגימה של סוכר לאורך התסיסה הדו שלבית

סה הדו שנעשה בין תוצאות האתנול שהתקבלו בכל תהליך התסי( 9טבלה )טיסטי מבחן סט

נתנה תוצאה גבוהה בצורה   S. cerevisiae→E. coliיסה דו שלבית של הראה שתס תשלבי

 ,1בדומה לניסוי  ,לעומת זאת. S. cerevisiaeמאשר תסיסה של שלב אחד רק עם מובהקת 

אינה גבוהה  S. cerevisiae→S. cerevisiaeכמות האתנול שהתקבלה מתסיסה דו שלבית 

תסיסה דו . S. cerevisiaeבאופן מובהק מכמות האתנול שהתקבלה מתסיסה חד שלבית של 

 .בלבד  E. coliמובהקת מתסיסה של עדיפה בצורה  E. coli→S. cerevisiaeשלבית של 

 כ אתנול שהתקבל"סה תסיסה דו שלבית 1ניסוי  T-test - 9 טבלה

   Y  E  Y-E   Y-Y  E-Y   

E  0.000         

Y-E   0.039 0.000       

Y-Y  0.178 0.000 0.236     

E-Y   0.000 0.018 0.002 0.003   

E-E   0.000 0.346 0.001 0.001 0.027 

 

האתנול  סךשנעשה בין תוצאות  T-test  (2.2.>(T-test one tail ɑתוצאות של -3טבלה 

הם (  (S. cerevisiae Yהנתונים לתסיסה בשלב אחד של . 0שהתקבל בתסיסות השונות בניסוי 

 -ו  S. cerevisiae→E. coliשל אתנול שהתקבל בשלב הראשון בתסיסה דו שלבית של  מוצעמ

S. cerevisiae→S. cerevisiae . הנתונים לתסיסה בשלב אחד שלE. coli E)  ) של  ממוצעהם

 .E. coli→Eו E. coli→S. cerevisiaeאתנול שהתקבל בשלב הראשון בתסיסה דו שלבית של 

coli   . 

 1L גדול  בנפחהפקת אתנול  0.3

 של אצת  תסיסה דו שלבית 0.3.1

לאחר בחינת ההידרוליזה הטובה היותר נעשה  שלבית בנפח של ליטר ניסוי תסיסה דו

 לאחר מכןטיפול מקדים עם חומצה והאצות היבשות עברו . ושיטת ההתססה הטובה ביותר

התסיסה נעשתה בפרמנטור בנפח ליטר עם . Enzyme mixהידרוליזה אנזימתית על ידי 

 .נמדדו באופן רציף pHטמפרטורה ו. מערבל
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א וכמות הגלוקוז הי .mg/ g DW  0± 18כלל הסוכרים שהתקבלו מההידרוליזה היאכמות 

mg/ g DW   90± 2( 11)טבלהS  .סוכרים שהתקבלו כמתוך כלל ה-  mg/ g DW02.3 

תוצאות התסיסה שיוצגו בהמשך כוללים את )גלוקוז ופרוקטוז שהגיעו מהאנזימים הם 

(  17איור ) קנה מידה תהליכיתסיסה דו שלבית בתוצאות ניסוי ב(. הסוכרים מהאנזימים

האתנול התקבל כבר  S. cerevisiae -של התסיסה עם ה שבשלב הראשוןניתן לראות 

ה השעות גבו 02אתנול שהתקבלה לאחר הכמות ו( לא נעשו מדידות לפני)שעות  16לאחר 

 -זאת בשלב התסיסה השני עם ה לעומתmg/ g DW   40.15 ± 3 -כ ,0מהתוצאות בניסוי 

E. coli  0-ו 1י וכמות האתנול שהתקבלה הייתה נמוכה משמעותית מהתוצאות בניס 

 .אתנול mg/g DW3והתקבל רק

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .סוכרים לאורך תסיסה דו שלביתה ךשינוי באתנול וס,  scale up ניסוי  -17  איור

 -S. cerevisiaeשל שינוי בסך סוכרים ואתנול לאורך תסיסה דו שלבית ,  scale upניסוי 
E. coli  . תסיסה של אורך שלב S. cerevisiae  ושל  שעות 02הואE. coli  שעות 36הוא. 

והתמיסה עברה  האתנול זוקק, לאחר התסיסה בשלב הראשון נלקחה דגימה לאתנול וסוכר
המעבר בין שלבי התסיסה מסומן על גבי  - S. cerevisiae -אוטוקלב על מנת להרוג את ה

 Yציר .  E. coliהתחילה התסיסה בשלב השני על ידי  לאחר מכן. בקו שחור מקווקו איורה
הימני מציג את כמות  Yציר  , mg/g DWהשמאלי מציג את כמות הסוכר ביחידות של 

+ ממוצעהקו האדום מציג . ת זמן התסיסהמציג א X ציר. mg/g DWהאתנול ביחידות של 
הנקודות האדומות , לאורך התסיסה הדו שלביתסטיית תקן של השינוי בסך כל הסוכרים 

סטיית תקן של + הקו הכחול מציג ממוצע. לאורכו מציגות את הזמנים בהם נמדדו הסוכרים
וון שלאחר שלב התסיסה הראשון כל ימכ, סך האתנול שהצטבר לאורך התסיסה הדו שלבית

S.cerevisiae- E.coli
scale up
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ם בהם נמדד את הזמנייבועים הכחולים לאורך הציר מציגים הר. האתנול שהתקבל זוקק
 .חזרות בקיט 0לכל בדיקת אתנול נעשו  (n=3)לניסוי נעשו שלוש חזרות . האתנול

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  זיקוק אתנול 0.3.0

י התבצע רק לאחר השלב לאחר כל שלב של תסיסה אך זיקוק שני ושלישזיקוק אתנול התבצע 

הייתה  הכמות האתנול שהתקבלמכיוון ש ,S. cerevisiaeתסיסה על ידי שבו נעשתה , הראשון

כמות האתנול שהתקבלה שם  ,E. coliתסיסה על ידי  שבו נעשתה, לעומת השלב השני הגבוה

 . ד ובאמצעים שעמדו לשרותינו לא היה טעם לבצע עוד זיקוקוהייתה נמוכה מא

 תמיסהאתנול בתוך   mg/mL 2±0.2הואהאתנול שהתקבל לאחר שלב התסיסה הראשון  ריכוז

ריכוז בממוצע ו .mL 11תמיסה בנפח ל אחת מהחזרותה בכבזיקוק הראשון זוקק. בנפח ליטר

בזיקוק השני זוקק הנוזל שהתקבל  .בממוצע  mg/mL ±0.9 5.22היה שהתקבל בה אתנולה

 ±0.23 9.18בריכוז אתנול  mL 20-כנוזל בנפח ומתוכו זוקק בממוצע , ק הראשוןמהזיקו

mg/mL  . 2 -זוקק בממוצע כבזיקוק השלישיmL   0-ו1חזרות בזיקוק השלישי ביוון שכך ומכנוזל 

ריכוז  3לעומת זאת בחזרה . האתנול נאבד במערכת ולכן כמות האתנול שהתקבלה הייתה זניחה

 . mg/mL1 ±0.3.5 -האתנול שהתקבל היה כ

 דיון  8

   spUlva.ניסוי טיפול מקדים והידרוליזה של אצות  8.1

 טיפול מקדים והידרוליזה 8.1.1

בחנו מספר שיטות נהידרוליזה הטובה ביותר ולשם כך מהי ה נבדקההראשון של המחקר בשלב 

ככל . יות שונות של הידרוליזה אנזימתיתטיפול מקדים וקומבינצ ותלביצוע הידרוליזה הכולל

ה צורך להגדיר במדויק את הקריטריונים שעל פיהם הידרוליזה וטיפול על תהליךקדם השהת

ם שבאמצעותם ניתן להגדיר מהי כיוון שיש מדדים רבי ',טובים ביותר'-מקדים יוגדרו כ

שואת כמות סוכרים שמתקבלת לעומת ת: כגון, ידרוליזה הטובה ביותר וחלקם אף סותריםהה

השקעת זמן ההידרוליזה לעומת כמות סוכרים שתתקבל וכן  ,(אחוז סוכרים מהאצה)סוכרים 

מדדים . השפעות סביבתיות ועוד ,(חומרים)עלות ההידרוליזה , אנרגיה בתהליך ההידרוליזה

  .ומגוון הסוכרים מתקבליםהסוכרים סוג ה הם באו בחשבוןם שנוספי

כמות הסוכר הסופית  םה להגדרת ההידרוליזה האופטימלית הקריטריונים שנבחרולבסוף 

ההחלטות שקיבלנו מתאימות לאופי המחקר אך יכול . קבלוסוכרים שהתהשהתקבלה ומגוון 

 הסיבה שבחרנו במדדים אלו היא. אחרות יתאימו יותרלהיות שלצרכים אחרים דווקא הידרוליזות 

חשוב  מגוון הסוכרים. ה ישירות על כמות האתנול שתתקבלכמות הסוכר בדגימה משפיעבהם ש
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את  צורכים E. coli -וה S. cerevisiaeוהאם ה וון שבתסיסה דו שלבית רצינו לראות כיצדילנו מכ

 . אותם סוכרים בשלבי התסיסה השונים

נתן את מגוון הסוכרים  (על אף שהתהליך לא ידידותי לסביבה)טיפול מקדים על ידי חומצה 

ההידרוליזה  לאחר מכן .(S1טבלה  10 איור)הגבוה ביותר לעומת שאר הטיפולים המקדימים 

אנזימים קומבינציית ההוא  enzyme mix-ה. עם האנזימים הגדילה בעיקר את כמות הגלוקוז

שכמות הסוכרים העצמיים שלו היא הקטנה ביותר לעומת היעילות שלו ולכן  ווןימכביותר  ההטוב

 הההידרוליזה הגבוהומקדים התוצאת הטיפול  . נעשה בו שימוש בניסויי התסיסה הדו שלביים

 Wang et al .גלוקוז 8%מתוך זה  ,סוכר מאצה יבשה ±1.42% 17.42ביותר שהתקבלה היא 

. גלוקוז 13.8 %ידרוליזה על ידי חומצה ואנזימים קיבלו שביצעו טיפול מקדים וה 33(2011)

במאמרם אין התייחסות לסוכרים העצמיים של האנזימים ויתכן שזה ההסבר לפער ביון 

ביצעו טיפול מקדים בחום ולאחר מכן  Trivedi et al (2013)36 ,לעומת זאת .התוצאות

שונה מהתוצאות שאנחנו תוצאה זו . גלוקוז מחומר יבש 00%הידרוליזה אנזימתית וקיבלו 

 .בסוג האצות ותנאי המחקר קיבלנו ניתן לתלות את זה

 משתנה עומס מוצקיםטיפול מקדים והידרוליזה ב 8.1.0

ת השפע נועדו לבחון את  משתניםבעומס מוצקים  טיפול מקדים והידרוליזהב יםניסויעריכת  

 .(11איור ) המתקבלת תשואת הסוכריםועל כמות  בטיפול מקדים והידרוליזה עומס המוצקים

אך ביחס ישיר  מאצה יבשה תשואת הסוכריםל נמצא ביחס הפוך עומס המוצקים ,וכפי ששערנ

יותר בעומס מוצקים גבוה  מים יעיליםישאנז מהתוצאות עלה. הידרוליזת ל"למסוכרים הלכמות 

 ה יותרגבוה יתהיה( בעיקר גלוקוז)הסוכרים יה גבוה יותר כך כמות ל שעומס המוצקים הואכן ככ

 12%בעומס מוצקים של  ניסויי התסיסה הדו שלביתבצע את ל הבחירה .(3 וטבלה 11 איור )

שלעומס המוצקים וון יכ נעשתה( בהידרוליזה האנזימתית %.בטיפול המקדים  12%)

יש עומס מוצקים  12%ומעל  58בהידרוליזה יש השפעה על כמות הרמנוז והקסילוז שמתקבלים

 .  עותית בכמות שהתקבלה מהםירידה משמ

 משתנה גודל חלקיקיםטיפול מקדים והידרוליזה ב 8.1.3

יוון שבשלב זה מכ 02%על ההידרוליזה נעשתה בעומס מוצקים  השפעת גודל החלקיקיםת בדיק

 קסילוזה ,מוצקים הטוב ביותר ובהתאם ניתן לראות שאחוז הרמנוזהעומס זה ש עוד סברנו

הניבו את ( *0.063mm<)החלקיקים הקטנים ביותר  י התוצאותעל פ. נמוך גלוקרוניתהחומצה הו

תנאי ההידרוליזה היו שונים במעט מניסויי טיפול מקדים ) 10% -אחוז הסוכרים הגבוה ביותר

הלימה בין גודל החלקיקים לבין אחוז  לא ניתן לראותגדלי החלקיקים בשאר אך  (והידרוליזה

ביצעו טיפול מקדים והידרוליזה  Bikker et al (2016)45. (11 איור) הסוכרים שהתקבלו
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בלבד של סוכרים  6%כ "סה הפיקואך ובעומס מוצקים זהה   2mmאנזימתית בחלקיקים בגודל 

לא ניתן להראות שגודל החלקיקים אם כן  (.11 איור)במחקר זה  12%לעומת  מהחומר היבש

 .הוא הגורם להבדלי התוצאות

  spUlva.ניסוי תסיסה דו שלבית של אצת  8.0

תיתן את  S. cerevisiae →E. coli  הייתה שתסיסה דו שלבית ההשערה השערת המחקר

 mg/ g -ו 1אתנול בניסוי  mg/ g DW02.2  בתוצאות התקבלו. הכמות האתנול הכי גבוה

DW33..3  י"התסיסה הדו שלבית השניה הכי יעילה הייתה ע. 0אתנול בניסויS. cerevisiae→ 

S. cerevisiae-  mg/ g DW 00.6  ו 1אתנול בניסוי- mg/ g DW 34.41 0בניסוי  אתנול . 

הידרוליזה עם  מוצק מהנוזל ועבר הופרדמקדים עם חומצה בתהליך ההידרוליזה לאחר טיפול 

 .ם יעילים יותר בעומס מוצקים גבוהההידרוליזה שאנזימישלב מ ון שבמחקר הוכחומכי אנזימים

הייתה  (mg/ g DW   55וכמות גלוקוז mg/ g DW  163)כמות הסוכרים שהתקבלה  עבדבדי

 mg/ g DW )( 7.1.1) 0ללא הפרדה כמו בניסוי  ומאשר בטיפול מקדים והידרוליזה שנעש נמוכה

הראשון  ה בשלב התסיסהכמות האתנול שהתקבל. (mg/ g DW  101.74וכמות גלוקוז  000 

 mg/ g DW01.23 -כ) 0תוצאה שהתקבלה בניסוי מה 32%-קטנה בכ S. cerevisiaeעל ידי 

כמות גלוקוז ההידרוליזת הכיל  שבו על אף, (0אתנול בניסוי  mg/ g DW32.00 -אתנול לעומת כ

 ,בנוזלאו עמילן  נשארו  זצלולוא שפולימרים קצרים של פער בתוצאות הוהסבר אפשרי ל.  כפולה

לא ניתן היה שכך  ןמכיוו. נזימתית ולכן לא התפרקו לחד סוכריםלא עברו את ההידרוליזה הא

המתסיסים או עברו  םהמיקרואורגניזמי ל הנראה הם נצרכו על ידיך ככא HPLCב למדוד אותם

( הידרוליזה ותסיסה במקביל SSF  -תהליך זה מוכר כ) לתסיסההידרוליזה אנזימתית במקביל 

 . האנזימתיתי אנזימים שנשארו בתמיסה מתהליך ההידרוליזה "ע

לא התקבל אך בתהליך גלוקוז  mg/ g DW  25-נצרך כ  E. coliבתסיסה בשלב הראשון על ידי 

חזרה על  ההתופע ,גלוקוז mg/ g DW  82בו נצרך , 0גם בניסוי  .שעות 02 לאחר כלל אתנול

 mg/ g DW3.20 -כ) שעות הייתה זניחה 28לאחר  E. coliי "וכמות האתנול שהתקבלה ע עצמה

  .(אתנול

 S. cerevisiaeלאחר  E. coli נעשה על ידי ןבה בתסיסות הדו שלביות ששלב התסיסה השני

 תנולא mg/ g DW 8.8, 1בניסוי  אתנול mg/ g DW 3) אתנולהתקבל  כברשעות  02 אחרי

 .Eאחרי  E. coliבתסיסה של  ,בנוסף. לא היה גלוקוז כלללמרות שבתחילת התסיסה  (0בניסוי 

coli  תקבל אתנול כללהשעות לא  02לאחר.  
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א הובשלב ראשון  S. cerevisiaeאתנול בתסיסות שלא כללו ההעדר  הסבר אפשרי לתופעת

להפיק אתנול אך אינו הכרחי  E. coli -ליכולת ה שהכרחי מסויםידרוליזת חסר מרכיב השב

אפשרות מטבולית לייצר  S. cerevisiae -או שיש ל, ללהפקת האתנו S. cerevisiae -ליכולת ה

י "מייצר את אותו מרכיב יכולה להיתמך ע S. cerevisiae -ההשערה שה. את אותו מרכיב

ב מפרק לאחר שהאוטקל( S. cerevisiae→ E. coliבניסויי ) שלב התסיסה השניהעובדה שב

אתנול למרות שכמות  שמוכנס לאותה תמיסה מצליח להפיק E. coli -ה S. cerevisiae -את ה

 .  שלב הראשוןמדיום של המשמעותית מה גלוקוז נמוכהה

במספר  .השוואה של תוצאות התסיסה הדו שלבית למחקרים שנעשו היא בעייתית מכמה סיבות

 yeast extract -והתסיסה כגון גלוקוז  פני שלב ל נוספו חומריםלהידרוליזת 51,59,16,60מחקרים 

תשואת האתנול ( 1טבלה )שהצגנו  במחקרים, בנוסף .שהשפיעו על תוצאות האתנול שהתקבל

בר על הפערים באופן הצגת התוצאות געל מנת להת .ששמר מסוגל להתסיס גלוקוזהיא ביחס ל

במחקרים שהוצגו  תשואת . נערוך השוואה רק בין יחס אתנול שהתקבל לכמות הגלוקוז בתמיסה

בתמיסה שהתקבל  יחס האתנול לגלוקוז. g Ethanol /g sugar 0.4-0.5האתנול נמצאת בטווח 

 g, 1בניסוי   g Ethanol /g Glu 0.382 הינו S. cerevisiae י"ע בשלב התסיסה הראשון

Ethanol /g Glu 2.3  0.44 -ו 0בניסוי g ethanol /g Glu   1בניסוי תסיסה בנפחL  ( שם

נמצאת בטווח התוצאות של  L1תוצאת ההתססה בנפח  .(יותרביעיל התהליך התסיסה היה 

הינו אתנול עודף   E.coliי"עשהתקבל בשלב התסיסה השני  האתנולולכן הנסקרים המאמרים 

 . ויתרון של שיטת ההתססה הדו שלבית על פני זו החד שלבית

כלל לא הייתה  E. coliלאחר או  S. cerevisiaeלאחר  E. coliשלב התסיסה השני על ידי ב

 .שעות 02-השפעה להארכת התסיסה מעבר ל

  היו מספר פרמטרים שהשפיעו על תוצאות הניסויים מלבד 0 -ו 1תסיסה דו שלבית  ניסויימשך ב

  :(שעליהם נכתב בפרק שיטות, ואתנול קיט HPLC) השיטות האנליטיות שבהם השתמשנו 

 עם  ל"מ 12התסיסה הדו שלבית נעשו בתוך מבחנות אוטוקלב  ניסויי: נפח דגימה קטן

נמוך במיוחד שנלקחו הרבה דגימות מתוכו  זהו נפח דגימה .ל"מ 3~נפח דגימה של 

 נורמלוכל פעם הדגימה נשקלה והתוצאות בש פ"ולכן אע( מיקרו ליטר 022כל פעם ב)

 .יים בנפח השפיעו על התוצאותונילנפח יכול להיות שש

 החמצן  כמהנאים אנרוביים קשה לדעת למרות שהתסיסות נעשו בת: וויר בדגימהא

סוכר ואתנול  מדידתהתסיסה ולאחר לקיחת דגימות לתחילת הקיים באוויר המבחנה ב

 .על התסיסות ועל היוצרות האתנול ,אם בכלל, השפיע
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 1Lשל בנפח הפקת אתנול  8.3

 תסיסה דו שלבית 8.3.1

יחס ב(  ± mg/ g DW  3 40.15) ההתקבל כמות אתנול גבוה 1Lבנפח של בניסוי הפקת אתנול 

 0 מאשר בניסוי  יותר נמוכהה מעט תיהית למרות שכמות הגלוקוז ההתחלתי 0לניסוי תסיסה 

mg/ g DW)   90± 2  לעומתmg/ g DW   (101 שהיו  האופטימלייםוזה כתוצאה מהתנאים

 .Eלעומת זאת בשלב השני של תסיסה על ידי . בפרמנטור והבחישה לאורך כל שלב התסיסה

coli  אף התנאים  על 0-ו 1כמות האתנול שהתקבלה הייתה נמוכה משמעותית מניסויים

 .בתהליך התסיסה םהאופטימאליי

 זיקוק אתנול 8.3.0

במכשור ייעודי עקב  דורש שימושמתמיסה שעברה התססה  %.3זיקוק אתנול לריכוז של 

הראשון  ,וגם אז יש צורך בשני זיקוקים (1.5.5כמפורט בפרק ) הכרוכות בתהליך תהמורכבויו

השתמשנו  במחקר שלנו. 61אתנול %.3-והשני ל אתנול 30-22%התמיסה לריכוז של רכז את מ

מקור כריכוז שאינו יכול לשמש  ,בלבד אתנול %.1לריכוז הצלחנו להגיע  פשוטה ולכן במזקקת

. 5על מנת למהול אתנול עם דלק פוסילי אתנול %.3 ריכוזכיוון שצריך מ לתחבורה אנרגיה

זיקוק האתנול משפיע שלב היה צורך לבדוק כיצד  למרות שציפינו שלא נגיע לריכוז אתנול גבוה

לא מורכב יותר וזיקוק האתנול  בשלב התסיסה השני. על ההיתכנות של תסיסה דו שלבית

זמן זיקוק ארוך יותר או לחלופין מספר ל צורך שוישריכוז האתנול נמוך כיוון ממשתלם  בהכרח

מעלות  02-122על מנת לחמם את התמיסה ל) אנרגיהיותר שימוש בדורש הליך זה . חזרות רב

  .ולא אפקטיבי עלול להיות יקרו (61לאורך כל זמן הזיקוק 

 מסקנות 3
והידרוליזה אנזימתית  (H2SO4 2%) חומצהטיפול מקדים על ידי ש תוצאות המחקר הראו

 -ו amyloglucosidase ,α-amylase: הכולל את האנזימים Enzyme mixבשילוב האנזימים 

cellulose טוז גלק ( 3.31%) רמנוז :מאצה יבשה ביותר גבוההסוכרים ה אחוז ומגווןאת  ןותנ

 ,(22%..) תגלוקורוניה וחומצ( 2.28%)פרוקטוז ( 0.03%)קסילוז ( 8.28%)גלוקוז  (2.11%)

  .±1.42% 17.42כ "סה

ובשלב השני על  S. cerevisiae בשלב ראשון על ידי  Ulva sp.התססה דו שלבית של אצה ב

 .Sהתססה בשלב אחד רק על ידי לעומת  03%גבוהה ב אתנולת תשוא תמתקבל E. coliידי  

cerevisiae ( mg/ g DW33..3  לעומתmg/ g DW32.00.) 

חד תסיסה ב 60% לעומת) באצה סוכריםמכלל ה %02 -עשה שימוש בנבתסיסה דו שלבית 

 נרחבת לטיפול מקדים והידרוליזה בספרות אין התייחסות (S. cerevisiaeעל ידי  שלבית
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פערים שעלו לשני של המחקר הוא בכך שהוא נותן פתרון  חדשנותו ,תסיסה דו שלביתו

 הוא היכולתשני ה, מהאצותגבוה אחוז סוכרים  להפיקהראשון הוא הפער ביכולת  .מהספרות

 . לנצל את מגוון הסוכרים ולהפיק כמות גדולה של אתנול מהסוכרים הנמצאים באצה

 מחקרי המשך 12
 Ulva.מאצת  בכך שהוא מקיף באופן יסודי את כל השלבים בהפקת אתנול זה יתרונו של מחקר

sp :טיפול מקדים והידרוליזהו בחירה של עומס מוצקים, לחלקיקים טחינה, ייבוש האצה 

מגוון אפשרויות ונבחרה  נבחנובכל שלב  .התססה חד ודו שלבית וזיקוק האתנול ,אנזימתית

בכמות גדולה יותר סוכר הפקת ת של והאופטימלית על מנת להגיע לתוצאשנמצאה הדרך 

 ימחקר. בתהליך התסיסהיותר  רבהפקה של אתנול  ובהתאםמהאצה בשלבי ההידרוליזה 

כך שיוכל להתאים  ל ושיפור תהליך התסיסה הדו שלביתייעועסוק באפשריים יוכלו להמשך 

כגון תשואת אתנול פערים .  1Lבהתאם לפערים שעלו בניסוי תסיסה דו שלבית בנפח ,לתעשייה

 . וקושי לזקק ריכוז אתנול נמוך שניהתסיסה הנמוכה בשלב 

את תשואת האתנול יש לחקור האם  משפרתלאחר שתסיסה דו שלבית הוכחה כישימה וכ ,בנוסף

  .היבטים אלו של התהליךכל התהליך  יעיל מבחינה אנרגטית וכלכלית והאם וכיצד ניתן לשפר 

הן על מנת לנצל  הוא טיפול המשך בשאריות מתהליך התסיסהלחקור צורך שיש נוסף כיוון 

כיוון שהפסולת עשירה בחומר אורגני ובכל מקרה ממסה והן -ולהפיק את מירב האנרגיה מהביו

פסולת התהליך  62למערכת הביוב ההיא תצטרך לעבור טיפול לפני שניתן יהיה לשחרר אות

כמו . להפיק מהם פחם או ביודיזלכך שרוף וייבש ולשניתן ל, שאריות האצות, כוללת את המוצקים

לדשן את  איתה ניתן ,את התמיסה הנוזלית לאחר שזוקק ממנה האתנול כן הפסולת כוללת

 .האצות

ומה נוספת שמעלה המחקר הנוכחי היא הימצאות מאגר נתונים שמכיל את תוצאות הניסויים תר

כך במידה שיתעורר ( S1 -ו S1 ,S5טבלאות   ) בפילוח לפי סוגי טיפול וסוגי סוכרים שהתקבלו

צורך למצות סוכר מסוים ניתן יהיה להשתמש בנתונים שנאספו על מנת להתאים את הטיפול 

הנכונה שיש לעשות על מנת להפיק את הכמות הגדולה  וההידרוליזהצקים עומס המו, המקדים

 .ביותר מן הסוכר המבוקש
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 נספחים  10

 HPLCפרוטוקול  10.1

דגימות ה ותסיסה  הידרוליזה ,טיפול מקדיםשהתקבלו בתהליך של  לצורך ניתוח כמות סוכרים

משלב  2.ופי , בדגימות משלב טיפול מקדים והידרוליזה 122פי ) DWWת במים נמהלו

 HPLCלתוך מבחנות ( Millipore, USA)מיקרון  2.00לטרו בפילטר והדגימות פ. (תסיסה

(Thermo Fischer Scientific, MA, USA .) לאחר מכן הדגימות מוכנסות למכשירHPLC : 

HPAEC-PAD (High Pressure Anion-Exchange Chromatography coupled with 

Pulsed Amperometric Detection  

שתי משאבות  ,((Dionex ICS-5000  Pomplsed Amperometric Detectionחיישןלמכשיר 

(. Aminopack PA 10) קולונה ,( Dionex, Thermo Fischer Scientific, MA, USA)עבודה 

הדגימות . המשמשת לזיהוי פחמימות על פי צורת גל Ag / Clגלאי אלקטרוכימי עם אלקטרודה ו

 .מעלות .של ' נשמרות באוטוספמלר בטמפ

על ידי  eluent -מתוך ה Mm KOH 4.8של  עם הזרקה של מתחילההסוכרים במכשיר  אנליזת

 Sodium -ו mM NaOH 480, לאחר מכן מוזרמים מים נקיים , לתוך הקולונה 1משאבה מספר 

acetate 1M+ 100mM NaOH    פעולה ביחד עם הדגימה על פי תוכנית  0על ידי משאבה

זמן ההרצה של כ משך ה"סה. שטיפה של הקולונה במיםבסוף התהליך מבוצעת . שהוגדרה

 .2.0 שלמעלות וקצב זרימה  32של ' התהליך נעשה בטמפ .דקות 20לכל דגימה היא  התוכנית

, פרוקטוז, גלוקוז, גלקטוז, רמנוז)בריכוזים ידועים נעשו לכל סוכר שנבדק מבחנות . ל בדקה"מ

והם משמשים כסטנדרט לתהליך כימות  μg/ml- 1.25 μg/ml 80-מ, (וחומצה גלוקרונית, קסילוז

 .הפיקים שמתקבלים מהמכשיר לכמות סוכרים בדגימה
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 עומס מוצקים וגודל חלקיקים, הידרוליזה 10.1

 תוצאות סוכרים מטיפול מקדים והידרוליזה - 1Sטבלה 

   

 

 

מוצג . בטבלה מוצגים תוצאות הסוכרים שהתקבלו בטיפולים המקדימים ובהידרוליזה האנזימתית

 ( sμgar/ DW%)המספרים המוצגים הם אחוז סוכר לחומר יבש , סטיית תקן+ ממוצע 

  Rha Gal Glu Xyl Fri Glu A Total sugar 

acid 0.12 ± 1.4 4.11 ± 4.44 0.21 ± 4.71 1.22 ± 4.24 4.17 ± 4.44 2.10 ± 4.71 12.41 ± 1.17 

acid + 

Viscozyme 2.10 ± 1.4 4.02 ± 4.41 7.70 ± 2.41 2.44 ± 4.01 4.01 ± 4.44 0.27 ± 4.70 10.01 ± 1.10 

acid +mix 0.01 ± 4.7 4.11 ± 4.47 7.47 ± 4.70 2.20 ± 4.02 4.47 ± 4.44 2.40 ± 1.24 17.02 ± 1.27 

acid +all 0.27 ± 1.1 4.22 ± 4.11 0.42 ± 1.40 1.01 ± 4.72 4.47 ± 4.44 0.20 ± 1.41 10.10 ± 2.10 

heat 4.44 ± 4.4 4.42 ± 4.42 4.77 ± 4.71 4.40 ± 4.40 4.44 ± 4.44 4.44 ± 4.44 4.70 ± 4.74 

heat + 

Viscozyme 4.44 ± 4.4 4.12 ± 4.40 7.02 ± 4.02 4.01 ± 4.27 4.17 ± 4.44 4.44 ± 4.44 7.42 ± 4.27 

heat +mix 4.44 ± 4.4 4.40 ± 4.40 7.01 ± 4.21 4.20 ± 4.24 4.40 ± 4.44 4.44 ± 4.44 1.00 ± 4.70 

heat +all 4.44 ± 4.4 4.10 ± 4.14 0.10 ± 4.72 4.07 ± 4.22 4.47 ± 4.44 4.44 ± 4.44 0.71 ± 1.71 

Viscozyme 4.44 ± 4.4 4.12 ± 4.11 7.20 ± 1.01 4.20 ± 4.20 4.01 ± 4.44 4.44 ± 4.44 1.27 ± 2.41 

mix 4.44 ± 4.4 4.42 ± 4.40 7.72 ± 4.04 4.00 ± 4.11 4.11 ± 4.44 4.44 ± 4.44 1.14 ± 1.40 

all 4.44 ± 4.4 4.10 ± 4.41 7.20 ± 1.20 4.20 ± 4.21 4.00 ± 4.44 4.44 ± 4.44 1.77 ± 1.21 

H-T 1.10 

 

4.21 4.40 ± 4.40 1.04 ± 4.47 4.10 ± 4.44 4.07 ± 4.40 4.44 ± 4.44 0.21 ± 4.24 

H-T+ 

Viscozyme 4.70 ± 4.21 4.12 ± 4.40 0.24 ± 4.12 4.12 ± 4.12 4.44 ± 4.44 4.41 ± 4.41 0.20 ± 4.04 

H-T+ mix 4.07 ± 4.12 4.11 ± 4.40 2.12 ± 1.00 4.20 ± 4.22 4.47 ± 4.44 4.44 ± 4.44 2.72 ± 1.20 

H-T+ all 4.77 ± 4.47 4.24 ± 4.42 0.11 ± 1.27 4.21 ± 4.21 4.47 ± 4.44 4.44 ± 4.44 2.77 ± 1.00 
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כ סוכרים לניסוי טיפול מקדים והידרוליזה "לתוצאות סה T-testפלט  -2S  טבלה
 אנזימתית

   Acid 
Acid + 

Viscozy
me 

Acid 
+ mix 

Acid 
+all 

Heat 
Heat + 

Viscozym
e 

Heat 
+ mix 

Heat 
+all 

Viscozyme Mix All H-T 
H-T+ 

Viscozyme 
H-T + 
mix 

acid + 
Viscozyme  

4.407 
             

acid +mix  4.411 4.021 
            

acid +all  4.117 4.122 4.401 
           

heat  4.441 4.444 4.444 4.441 
          

heat + 
Viscozyme  

4.420 4.442 4.441 4.441 4.444 
         

heat +mix  4.470 4.440 4.442 4.420 4.444 4.401 
        

heat +all  4.427 4.440 4.442 4.411 4.440 4.222 4.477 
       

Viscozyme  4.100 4.411 4.440 4.421 4.442 4.170 4.000 4.110 
      

mix  4.120 4.440 4.442 4.400 4.444 4.400 4.212 4.420 4.020 
     

all  4.100 4.447 4.440 4.400 4.441 4.144 4.072 4.471 4.021 4.002 
    

H-T  4.411 4.440 4.441 4.447 4.447 4.440 4.440 4.144 4.401 4.442 4.440 
   

H-T+ 
Viscozyme  

4.412 4.440 4.441 4.447 4.447 4.440 4.440 4.142 4.402 4.442 4.442 4.002 
  

H-T+ mix  4.402 4.447 4.440 4.417 4.410 4.411 4.402 4.011 4.412 4.400 4.411 4.111 4.247 
 

H-T+ all  4.401 4.447 4.440 4.417 4.410 4.472 4.401 4.024 4.414 4.400 4.411 4.170 4.110 4.010 
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 כ תשואת סוכרים בעמוס מוצקים שונים"לתוצאות סה  T-testפלט  - 3S טבלה

 

 

 

 

   
Acid+ 

Viscozyme 
5% 

Acid+ 
Viscozyme 

10% 

Acid+ 
Viscozyme 

15% 

Acid+ 
Viscozyme 

20% 

Acid+ 
all 

enzyme 
5% 

Acid+ 
all 

enzyme 
10% 

Acid+ 
all 

enzyme 
15% 

Acid+ 
all 

enzyme 
20% 

All 
enzyme 

5% 

All 
enzyme 

10% 

All 
enzyme 

15% 

Acid+ 
Viscozyme 

10% 
4.427 

          

Acid+ 
Viscozyme 

15% 
4.424 4.141 

         

Acid+ 
Viscozyme 

20% 
4.447 4.420 4.070 

        

Acid+ all 
enzyme 5% 

4.122 4.127 4.421 4.422 
       

Acid+ all 
enzyme 

10% 
4.420 4.402 4.202 4.101 4.477 

      

Acid+ all 
enzyme 

15% 
4.410 4.427 4.211 4.402 4.407 4.077 

     

Acid+ all 
enzyme 

20% 
4.441 4.411 4.040 4.224 4.401 4.222 4.407 

    

All enzyme 
5% 

4.447 4.471 4.214 4.124 4.400 4.077 4.074 4.171 
   

All enzyme 
10% 

4.447 4.427 4.004 4.272 4.421 4.100 4.427 4.471 4.470 
  

All enzyme 
15% 

4.410 4.447 4.002 4.002 4.402 4.202 4.277 4.007 4.210 4.014 
 

All enzyme 
20% 

4.411 4.447 4.071 4.022 4.402 4.110 4.170 4.012 4.101 4.014 4.024 
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 כמות סוכרים בעומס מוצקים שונים T-testפלט  -4S  טבלה
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בעומסי מוצקים טיפול מקדים והידרוליזה  שהתקבל ניסוי  אחוז סוכרים - 5S טבלה
 שונים

 

 

  

 

solid 

load Rha Gal Glu Xyl Fri Glu A Total sugar 

Acid+ Viscozyme 2% 2.10 ± 1.2 4.02 ± 4.11 0.41 ± 1.1 2.44 ± 4.07 4.01 ± 4.11 0.27 ± 1.4 10.01 ± 1.10 

Acid+ Viscozyme 14% 0.07 ± 2.4 4.17 ± 4.12 2.20 ± 4.1 1.77 ± 4.07 1.41 ± 1.07 1.11 ± 4.7 12.07 ± 4.17 

Acid+ Viscozyme 12% 1.02 ± 1.0 4.47 ± 4.47 0.02 ± 2.7 1.00 ± 4.11 4.40 ± 4.40 4.40 ± 4.4 7.22 ± 2.04 

Acid+ Viscozyme 24% 4.70 ± 4.0 4.42 ± 4.40 2.21 ± 4.2 1.20 ± 4.27 4.40 ± 4.40 4.40 ± 4.4 7.07 ± 4.21 

Acid+ all enzyme 2% 0.27 ± 1.0 4.22 ± 4.10 2.00 ± 1.1 1.01 ± 1.44 4.47 ± 4.40 0.20 ± 1.2 10.10 ± 2.10 

Acid+ all enzyme 14% 2.07 ± 4.7 4.41 ± 4.44 2.22 ± 1.0 1.27 ± 4.40 4.42 ± 4.47 4.40 ± 4.4 1.77 ± 1.74 

Acid+ all enzyme 12% 1.24 ± 4.0 4.40 ± 4.42 2.70 ± 4.2 1.00 ± 4.02 4.40 ± 4.42 4.40 ± 4.4 1.20 ± 4.00 

Acid+ all enzyme 24% 4.14 ± 4.0 4.40 ± 4.41 2.24 ± 4.2 1.00 ± 4.12 4.40 ± 4.40 4.40 ± 4.4 7.20 ± 4.02 

All enzyme 2% 4.44 ± 4.4 4.10 ± 4.11 7.02 ± 2.0 4.20 ± 4.22 4.00 ± 4.00 4.44 ± 4.4 1.77 ± 1.21 

All enzyme 14% 4.42 ± 4.4 4.42 ± 4.40 0.20 ± 4.0 4.00 ± 4.10 4.12 ± 4.10 4.12 ± 4.1 7.22 ± 4.02 

All enzyme 12% 4.42 ± 4.4 4.40 ± 4.44 2.70 ± 4.0 4.00 ± 4.22 4.10 ± 4.22 4.11 ± 4.1 7.14 ± 2.41 

All enzyme 24% 4.42 ± 4.4 4.47 ± 4.42 0.01 ± 1.7 4.22 ± 4.27 4.04 ± 4.00 4.00 ± 4.2 7.04 ± 1.07 
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 שוניםמוצקים  יכמות סוכרים שהתקבלה טיפול והידרוליזה בעומס -6S  טבלה

 

 

 

 

  
  

solid 
load Rha Gal Glu Xyl Fri Glu A Total sugar 

  mg sugar /ml 

Acid+ Viscozyme 2% 1.24 4.40 1.00 4.24 4.42 4.70 0.22 

Acid+ Viscozyme 14% 1.01 4.47 2.10 4.72 4.07 1.47 2.07 

Acid+ Viscozyme 12% 1.12 4.40 1.70 4.07 4.07 4.10 2.42 

Acid+ Viscozyme 24% 4.11 4.42 2.07 4.72 4.42 4.72 0.11 

Acid+ all enzyme 2% 4.70 4.40 2.24 4.04 4.42 4.74 0.01 

Acid+ all enzyme 14% 1.47 4.40 2.04 4.74 4.42 4.14 2.40 

Acid+ all enzyme 12% 4.77 4.40 0.00 4.17 4.42 4.70 0.12 

Acid+ all enzyme 24% 4.02 4.40 0.41 1.40 4.42 4.02 0.01 

All enzyme 2% 4.44 4.42 2.47 4.12 4.47 4.44 2.21 

All enzyme 14% 4.41 4.42 0.40 4.21 4.47 4.41 0.07 

All enzyme 12% 4.42 4.40 0.72 4.04 4.14 4.44 0.04 

All enzyme 24% 4.42 4.42 2.00 4.02 4.22 4.44 0.00 



66 
 

 הירוליזה עם גודל חלקיקי שונים סך סוכרים  T-testפלט  7S - טבלה

 

 

 גלוקוז בהידרוליזה עם גודל חלקיקים שונה  T-test פלט - 8Sה טבל
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 0-ו1תסיסה דו שלבית ניסויים  10.0

 1כמות סוכרים שהתקבלו לאורך תסיסה דו שלבית ניסוי  - 9S טבלה

Exp 1 # 
sugar initial 

(mg/ g DW) 
step 1 (mg/ g DW) 

between steps (mg/ g 

DW) 
step 2 (mg/ g DW) 

 time (hr) 
 

4 20 
 

07 

Rhamnose 

Y-E 02.01 ± 4.4 02.70 ± 4.0 00.17 ± 1.2 07.00 ± 1.1 

Y-Y 02.01 ± 4.4 00.71 ± 4.2 00.00 ± 4.7 02.07 ± 4.0 

E-Y 02.01 ± 4.4 00.72 ± 1.4 02.70 ± 1.0 00.77 ± 4.1 

E-E 02.01 ± 4.4 00.17 ± 2.0 00.70 ± 4.1 02.00 ± 4.1 

Galactose 

Y-E 2.00 ± 4.4 2.10 ± 4.4 2.12 ± 4.0 4.44 ± 4.4 

Y-Y 2.00 ± 4.4 2.04 ± 4.0 2.02 ± 4.1 1.47 ± 4.1 

E-Y 2.00 ± 4.4 2.00 ± 4.2 0.22 ± 4.0 2.07 ± 4.0 

E-E 2.00 ± 4.4 2.27 ± 4.0 2.72 ± 4.2 2.21 ± 4.1 

Glucose 

Y-E 22.01 ± 4.4 2.01 ± 4.7 0.07 ± 4.7 4.44 ± 4.4 

Y-Y 22.01 ± 4.4 1.11 ± 4.2 1.07 ± 4.0 1.47 ± 4.1 

E-Y 22.01 ± 4.4 04.17 ± 2.0 21.77 ± 2.4 4.44 ± 4.4 

E-E 22.01 ± 4.4 02.44 ± 4.0 00.22 ± 2.2 27.10 ± 1.1 

Xylose 

Y-E 22.00 ± 4.4 20.10 ± 1.2 22.10 ± 1.2 24.21 ± 2.4 

Y-Y 22.00 ± 4.4 20.12 ± 2.0 20.17 ± 4.4 24.20 ± 4.0 

E-Y 22.00 ± 4.4 27.02 ± 4.0 20.70 ± 4.7 20.01 ± 1.2 

E-E 22.00 ± 4.4 22.77 ± 4.7 21.12 ± 4.4 21.12 ± 4.7 

Frictose 

Y-E 1.42 ± 4.4 4.12 ± 4.7 4.70 ± 1.0 4.44 ± 4.4 

Y-Y 1.42 ± 4.4 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.4 

E-Y 1.42 ± 4.4 2.20 ± 4.7 0.20 ± 4.2 4.44 ± 4.4 

E-E 1.42 ± 4.4 2.01 ± 4.7 0.20 ± 4.0 2.04 ± 4.1 

Glucronic 

Acid 

Y-E 01.70 ± 4.4 01.12 ± 1.1 02.10 ± 4.7 04.21 ± 4.2 

Y-Y 01.70 ± 4.4 01.04 ± 4.2 01.07 ± 4.2 27.11 ± 4.0 

E-Y 01.70 ± 4.4 04.22 ± 4.2 02.01 ± 4.2 02.27 ± 4.2 

E-E 01.70 ± 4.4 01.01 ± 4.1 4.27 ± 4.0 02.02 ± 1.1 

total sugar 

Y-E 101.01 ± 4.4 142.20 ± 2.2 17.00 ± 2.1 77.07 ± 0.7 

Y-Y 101.01 ± 4.4 142.20 ± 1.7 10.21 ± 1.0 77.41 ± 1.4 

E-Y 101.01 ± 4.4 100.44 ± 1.7 104.17 ± 1.2 10.70 ± 1.4 

E-E 101.01 ± 4.4 101.00 ± 0.2 107.70 ± 0.0 121.02 ± 0.4 
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 1תוצאות סוכרים מניסוי תסיסה דו שלבי מספר  -10S  טבלה

 exp 2  
 

sugar initial 

(mg/ g DW) 
Sugar step 1 (mg/ g DW) 

Sugar between 

steps (mg/ g DW) 
Sugar step 2 (mg/ g DW) 

    4 20 07       20 07 

Rhamnose  

Y-E 00.12 ± 4.4 00.27 ± 4.7 - ± - 00.17 ± 1.7 20.17 ± 4.02 27.01 ± 4.1 

Y-Y 00.12 ± 4.4 07.10 ± 1.0 - ± - 00.00 ± 4.7 02.10 ± 4.0 - ± - 

E-Y 00.12 ± 4.4 02.20 ± 4.2 00.04 ± 1.10 02.70 ± 1.4 01.42 ± 1.1 - ± - 

E-E 00.12 ± 4.4 02.22 ± 4.0 07.77 ± 4.00 00.70 ± 4.7 27.00 ± 2.1 27.20 ± 2.0 

Galactose  

Y-E 0.17 ± 4.4 1.07 ± 4.0 - ± - 2.12 ± 4.0 4.24 ± 4.1 4.27 ± 4.1 

Y-Y 0.17 ± 4.4 1.70 ± 4.1 - ± - 2.02 ± 4.1 1.11 ± 4.1 - ± - 

E-Y 0.17 ± 4.4 1.70 ± 4.1 1.17 ± 4.42 2.00 ± 4.2 1.72 ± 4.2 - ± - 

E-E 0.17 ± 4.4 1.77 ± 4.2 2.14 ± 4.14 2.72 ± 4.2 1.21 ± 4.1 1.04 ± 4.1 

Glucose  

Y-E 141.70 ± 4.4 1.24 ± 4.0 - ± - 0.07 ± 4.7 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.1 

Y-Y 141.70 ± 4.4 0.00 ± 1.4 - ± - 1.07 ± 4.0 4.00 ± 4.1 - ± - 

E-Y 141.70 ± 4.4 11.14 ± 4.1 10.20 ± 4.27 16 .77  ± 2.4 4.41 ± 4.2 - ± - 

E-E 141.70 ± 4.4 21.27 ± 4.2 10.01  ± 4.01  16 .22  ± 2.2 12.72 ± 4.7 12.71 ± 4.2 

Xylose  

Y-E 27.27 ± 4.4 17.77 ± 4.2 - ± - 22.10 ± 1.2 1.17 ± 4.1 7.07 ± 4.7 

Y-Y 27.27 ± 4.4 24.07 ± 4.0 - ± - 20.17 ± 4.4 11.17 ± 4.2 - ± - 

E-Y 27.27 ± 4.4 11.17 ± 4.1 21.00 ± 4.01 20.70 ± 4.7 17.07 ± 4.0 - ± - 

E-E 27.27 ± 4.4 11.02 ± 4.2 20.44 ± 4.72 11.01 ± 4.0 10.00 ± 4.1 12.07 ± 1.0 

Frictose  

Y-E 12.40 ± 4.4 4.44 ± 4.4 - ± - 4.70 ± 1.0 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.4 

Y-Y 12.40 ± 4.4 4.44 ± 4.4 - ± - 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.4 - ± - 

E-Y 12.40 ± 4.4 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.44 0.20 ± 4.2 4.44 ± 4.4 - ± - 

E-E 12.40 ± 4.4 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.44 0.20 ± 4.0 4.44 ± 4.4 4.44 ± 4.4 

Glucronic 

Acid 

Y-E 07.01 ± 4.4 27.00 ± 4.7 - ± - 02.10 ± 4.7 20.77 ± 4.2 17.00 ± 4.0 

Y-Y 07.01 ± 4.4 01.12 ± 4.0 - ± - 01.07 ± 4.2 20.24 ± 4.2 - ± - 

E-Y 07.01 ± 4.4 21.70 ± 4.7 02.47 ± 4.00 02.01 ± 4.2 24.42 ± 4.0 - ± - 

E-E 07.01 ± 4.4 21.02 ± 4.2 00.02 ± 1.20 02.20 ± 4.0 27.02 ± 1.4 17.01 ± 1.7 

total sugar 

Y-E 227.70 ± 4.4 70.01 ± 1.0 - ± - 17.00 ± 0.0 27.02 ± 4.2 20.42 ± 4.0 

Y-Y 227.70 ± 4.4 10.74 ± 2.2 - ± - 10.21 ± 1.0 77.42 ± 4.2 - ± - 

E-Y 227.70 ± 4.4 140.04 ± 4.7 147.11 ± 2.27 104.17 ± 1.2 74.07 ± 1.7 - ± - 

E-E 227.70 ± 4.4 147.24 ± 4.1 124.70 ± 0.22 107.70 ± 0.0 70.70 ± 0.0 70.20 ± 2.1 
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 הפקת אתנול בקנה מידה מעבדתי 10.3

 תוצאות סוכרים

 scale upסוכרים ב 11S - טבלה
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Abstract 
 

The increasing  trend in world's population and life's expectancy and quality led 

to an growing use of fossil fuels. The use of fossil fuels causes air pollution, 

morbidity and enhances the greenhouse effect. Fossil fuels are a non-renewable 

resource; therefore the transition to renewable energy and bio-fuels is of much 

importance. 

Bio-ethanol is the world's most commonly used renewable fuel for transportation. 

Bio-ethanol can be produced from several carbon sources such as corn, sugar 

cane and algae. The use of algae as a raw material for the production of ethanol 

can be an environmental solution, since algae grows in the sea and does not 

consume agricultural areas and fresh water. In our work we used Ulva sp. algae 

as a carbon source for ethanol production. Ulva sp. have a high amount of 

carbohydrates and high potential for ethanol producing. 

The present study answers two knowledge gaps of ethanol production from 

algae. The first gap is the difficulty to break the complex carbohydrates present in 

the cell wall, such as cellulose and hemicelluloses into monosaccharide's that 

microorganisms can ferment to produce ethanol . Therefore, the first part in the 

research examines various methods of Ulva sp. hydrolysis, looking for  the best 

parameters for pre-treatment and enzymatic hydrolysis. 

The second gap is the ability to ferment a variety of monosaccharide's such as 

Rhamnose, Xylose, and Glucronic Acid into ethanol.  

After pre-treatment and enzymatic hydrolysis was performed, we carried out a 

two-step fermentation process. In the first step, fermentation was carried out by 

Saccharomyces cerevisiae, which is defined as the best fermenting organism 

and has high yield abilities of producing ethanol from glucose, but cannot 

consume other sugars. In the second step we used Escherichia coli, an organism 

able to ferment a wider variety sugars to ethanol but with low ethanol yield, so 

the sugars that were not consumed in the first step would be used in the second 

step. In total, we examined six combinations of single and two-step fermentation 

experiments (S. cerevisiae only, E. coli only, S. cerevisiae→ E. coli, S. 

cerevisiae→ S. cerevisiae, E. coli → S. cerevisiae and E. coli → E.coli.) After 

obtaining the best hydrolysis and fermentation results at a small scale, we tested 

the whole process of producing ethanol from Ulva sp. (pretreatment, enzymatic 

hydrolysis and two step fermentation)  in a 1L volume scale up. 

The results showed that pre-treatment with acid (2% H2SO4 ) followed by 

enzymatic hydrolysis with an 'Enzyme mix' (amyloglucosidase 3.5μL/mL, α-
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amylase 1μL/mL and cellulase 1μL/mL for 24h at 45ºC and150 RPM) produces 

the highest percentage of monosaccharide's from Ulva sp.: Rhamnose (3.31%) 

Galactose (0.11%) Glucose (8.08%) Xylose (2.23%) Fructose (0.08%) and 

Glucronic Acid (5.04%). The total level of  monosaccharide's was 17.42 ± 1.42%.  

We then carried two-step fermentation experiments. Fermentation in the first step 

by S. cerevisiae produced 30.72±5.6 mg ethanol/ g Dry Weight. fermentation in 

the second step, by E. coli produced 8.8 ± 1.57 mg ethanol / g DW. The total 

ethanol produced from two step fermentation is 39 mg ethanol / g DW.  

In the scale-up of the two-step fermentation to 1L , fermentation in the first step 

by S. cerevisiae produced 40.15 mg ethanol / g DW. fermentation in the second 

step by E. coli produced only 3.04 mg ethanol / g DW. In total, the scaled up two-

step fermentation process produced 43.19mg ethanol / g DW, only 8%  more 

ethanol  compared to single-step fermentation by S. cerevisiae. 

Conclusion: combination of acid pre-treatment and enzymatic hydrolysis gives 

the highest percentage of sugars from dry algae (17% sugar from algae). The 

two step fermentation from Ulva sp. (first by S. cerevisiae and then by E. coli) 

resulted in an ethanol yield of 23%, the highest compared to fermentation in one 

step only by S. cerevisiae (39.59 mg ethanol / g DW vs. 30.72 mg ethanol / g 

DW). 

 



 
 

 

 

 

Tel Aviv University 

Faculty of Exact Sciences 

Raymond and Beverly Sackler 

 

Environmental impact of ethanol production process from the 

alga Ulva sp. by fermentation in multistep processes with 

Saccharomyces cerevisiae and Escherichai coli. 

 

This paper was submitted as the thesis for the M.Sc. degree 

At Porter School of the Environment and Earth Sciences 

The Department of Environmental Studies 

 

By: Amichai Gillis  

 

This study was carried out under the supervision of: 

  

Prof. Alexander Golberg, Porter School of Environment and Earth 

Sciences, TAU. 

 

Prof. Martin Kupiec, Biotechnology, Faculty of Life Sciences, TAU. 

 

March 2020 

 


