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1.UvOD

Zbog iscrpljivanja fosilnih izvora energije (plin, nafta, ugljen) iz kojih se danas joS uvijek
dobiva najveli dio potrebne energije, sve se viSe istrazuje proizvodnja goriva iz obnovljivih
izvora u koje spada i proizvodnja bioetanola i biodizela iz lignoceluloznih sirovina (Kumar i sur.,
2011). U biodizel druge generacije, ubraja se i biodizel proizveden iz mikrobnih lipida koji
oleaginozni mikroorganizmi nakupljaju tijekom rasta u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina. Za
razliku od biodizela prve generacije koji se proizvodi iz biljnih ulja (uljana repica, suncokreta,
palmino ulje) biodizel proizveden iz lignoceluloznih sirovina (biodizel druge generacije) ne
konkurira proizvodnji hrane, te time ne utjeCe na njezinu cijenu (Chandel i sur., 2011).
Enzimska hidroliza lignocelulozne sirovine prethodi procesu mikrobne proizvodnje biogoriva pri
¢emu se celuloza hidrolizira do glukoze koju radni mikroorganizam moze koristiti kao izvor
ugljika. Ucinkovitost enzimske hidrolize izvorne lignocelulozne sirovine vrlo je mala Sto je
posljedica strukture sirovine u kojoj su celulozna vlakna obavijena ligninom i hemicelulozom koji
onemogucavaju vezanje enzima na supstrat tj. celulozu. Kako bi se celuloza Sto ucinkovitije
hidrolizirala, lignocelulozna sirovina se podvrgava postupku predobrade kojom se smanjuje udjel
lignina i hemiceluloze, povecava poroznost strukture sirovine, te se smanjuje kristalicnost i
stupanj polimerizacije celuloze. Tijekom ovog procesa nastaje i niz nusproizvoda koji inhibiraju
celuloliticke enzime i rast radnog mikroorganizma te smanjuju prinos proizvoda (Jénsson i
Martin, 2016). Nusproizvodi su prema kemijskom sastavu svrstani u tri skupine: fenolni spojevi,
alifatske kiseline i furan aldehidi. Najzastupljeniji nusproizvodi su furan aldehidi, furfural i 5-
hidroksimetil furfural (HMF), koji nastaju dehidratacijom Seéera pentoza i heksoza (Chandel i
sur., 2011).

Cilj ovog rada bio je istraziti u¢inak furfurala i HMF-a na rast plijesni Mortierella isabellina i

sintezu lipida tijekom Sarznog uzgoja u tikvicama.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignoceluloza

Lignoceluloza je najrasprostranjeniji prirodni biopolimer na Zemlji, a godisnje nastane 10-50
milijardi tona ove sirovine na svijetu (Classen i sur., 1999). Lignoceluloza se nalazi u stani¢noj
stijenci biljne stanice, a gradena je od osnovna tri polimera celuloze , hemiceluloze i lignina, te
manjim dijelom od pektina, proteina, ekstraktivnih tvari i pepela. Najzastupljeniji polimer u
strukturi lignocelulozne sirovine je celuloza (40-80 % suhe tvari ), a zatim hemiceluloza (10-45
% suhe tvari) i lignin (5-25 % suhe tvari; slika 1; Chandel i sur., 2010). Sastav lignoceluloze

ovisi o vrsti sirovine, starosti i uvjetima uzgoja.

. .
celulozni —_ %

lanac " lignin

mikrovlakna
celuloze

hemicelulozni
lanac

Slika 1. Struktura stanicne stijenke biljke i osnovne komponente lignoceluloze (Beukes i sur.
2011).

2.1.1. Sastav lignoceluloze

Celuloza je najrasprostranjeniji i najzastupljeniji polisaharid na Zemlji. U prosjeku se
godisnje proizvede 4-10'° tona celuloze (Coughlan, 1985). Celuloza je gradena od ravnih lanaca
koji sadrze D-glukozu povezanu s B-(1,4)-glikozidnom vezom (slika 1). Broj molekula glukoze u
lancu moze iznositi od nekoliko stotina pa do nekoliko tisu¢a jedinica. Dugi paralelni lanci
medusobno su povezani vodikovim, van der Waals vezama i hidrofobnim vezama tvoreci tzv.
mikrovlakna (slika 1.; Dashtbann i sur., 2009; Horn i sur., 2012).



Celulozna mikrovlakna obavijena su s hemicelulozom koja povezuje celulozu s ligninom
koji daje mehanicku ¢vrstocu stanicnoj stijenci biljne stanice (slika 1; Beukes i sur., 2011).

Celuloza je pretezito kristalicne strukture, a tek manjim dijelom amorfne grade. Zbog
velikog broja vodikovih veza, brzina hidrolize kristalicne celuloze znacajno je sporija od celuloze

amorfne strukture. Udjel kristalicne i amorfne celuloze ovisi o vrsti lignocelulozne sirovine (Foyle
i sur., 2007).

LH

oH

oH oH

Slika 2. Struktura celuloze (Gurunathan i sur., 2015).

Hemiceluloza je razgranati heteropolimer koji se sastoji od Secera pentoza (ksiloza i
arabinoza), heksoza (glukoza, manoza, galaktoza) i Secernih kiselina (glukuronska, metil-
glukuronska i galakturonska kiselina) (slika 3). Stupanj polimerizacije iznosi od 100 do 200
jedinica $ecera. Seceri pentoze i heksoze su unutar strukture povezani B-1,3-, B-1,6- i B-1,4-
glikozidnim vezama, te tako tvore amorfnu hidrofilnu strukturu koja se lako hidrolizira

razrijedenim kiselinama i luzinama (Kobayashi i sur., 2012).

HyCO

OH

HO

Slika 3. Struktura hemiceluloze (Kobayashi i sur., 2012).



Lignin je amorfni polimer koji nastaje polimerizacijom i dehidratacijom tri monolignola, p-
kumaril alkohola (p-hidroksifenil propanol), koniferil alkohola (gvajacil propanol) i sinapil
alkohola (siringil alkohol), u fenilpropanoide (p-hidroksifenil, gvajacil, i siringal lignin (slika 4 i
5). Fenilpropanske jedinice u strukturi lignina povezane su brojnim alkil-aril, alkil-alkil i aril-aril
eterskim vezama (Kumar i sur., 2009). Lignin je hidrofoban, opticki inaktivan te vrlo otporan na
kemijsku i biolosku razgradnju (Juhaz i sur., 2005). Kovalentnim vezama lignin je povezan s
hemicelulozom i celulozom dajuci biljnoj stanici strukturnu Cvrstocu. Takoder Stiti biljku od
razgradnje s hidrolitickim enzimima te od napada patogena. Udjel i sastav lignina razlikuje se

ovisno o vrsti biljke i vrsti tkiva biljke (Martinez i sur., 2005).
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Slika 4. Struktura lignina (Le Floch i sur., 2015).
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Slika 5. Osnovne gradevne jedinice lignina (OMe=0CH3 metoksi skupina, Ibrahim i sur., 2011).

2.1.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Iskoristenje enzimske hidrolize celuloze u izvornoj lignoceluloznoj sirovini je vrlo mala
Sto je posljedica slozene strukture lignocelulozne sirovine. Naime celulozna viakna obavijena su
s hemicelulozom i ligninom koji fizicki onemogucuju pristup enzima supstratu tj. vezanje enzima
za supstrat i hidrolizu. Kako bi se postigao zadovoljavajuéi stupanj hidrolize bilo bi potrebno
povecati koli¢inu celulaza Sto bi dodatno znacajno povecalo troskove proizvodnje biogoriva
(Gray i sur., 2006.). Zbog toga se lignocelulozna sirovina u biorafinerijama za proizvodnju
biogoriva podvrgava postupku predobrade jednom ili viSe razlicitih metoda predobrade ovisno o
vrsti sirovine (Wyman i sur., 2005). Cilj predobrade je ukloniti lignin i hemicelulozu, smanijiti
kristalicnost celuloze i povecati poroznost lignocelulozne sirovine, uz Sto manju degradaciju
fermentabilnih Secera nastalih tijekom samog procesa. Prilikom odabira i provodenja postupka
predobrade potrebno je voditi racuna o nastajanju nusproizvoda koji mogu negativno djelovati
na rast radnog mikroorganizma i sintezu proizvoda.
Tijekom posljednjih desetlje¢a razvijen je velik broj razlicitih metoda predobrade koji se dijele
na fizikalne (usitnjavanje, zracenje, ekstruzija, piroliza), kemijske (ozonoliza, hidroliza s
kiselinama i luzinama, oksidativna delignifikacija, organosolv postupak), fizikalno-kemijske
(eksplozija vodenom parom, eksplozija vlakana s amonijakom, eksplozija s CO:) i bioloske

metode (razgradnja lignina uz primjenu gljiva bijelog i smedeg truljenja).

2.1.2.1. Predobrada s kiselinom
U proizvodnji biogoriva najceSée se primjenjuje  kiselinska predobrada. Postupak

predobrade sirovine se provodi s anorganskim kiselinama (H,SO4, HCI, HsPOs; i HNO3),
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organskim kiselinama (fumarna, octena) i sumpornim dioksidom (Jonsson i Martin, 2016).
Tijekom hidrolize dolazi do kidanja Van der Waalsovih, vodikovih i kovalentnih veza kojima su
strukturni polimeri lignocelulozne biomase povezani (Li i sur., 2010).

Kiselinskom predobradom sirovine dolazi do hidrolize hemiceluloze, posebice ksilana, pri
c¢emu nastaje ksiloza. Za razliku od hemiceluloze kiselinskom hidrolizom ne dolazi do razgradnje
lignina, ali se njegova struktura mijenja Sto omogucava pristup enzima celuloznim vlaknima.
Ovaj se postupak provodi pri povisSenim temperaturama i najéesé¢e od 100°C do 150°C.

Medutim, jedan od nedostataka ove metode je nastajanje nusproizvoda, od kojih su
najzastupljeniji furan aldehidi (furfural i HMF), alifatske karboksilne kiseline, te fenolni spojevi,
koji utjeu na celuloliticke enzime i radni mikroorganizam. Zbog korozivnosti kiselina potrebno je
koristiti opremu od materijala otpornih na koroziju Sto dodatno povecava troSkove proizvodnje;

te je potrebno ukloniti kiselinu nakon predobrade sirovine (Jonsson i Martin, 2016).

2.1.2.2. Predobrada s vodenom parom
Predobrada lignocelulozne sirovine s vodom u tekucem ili plinovitom stanju odvija se pri

temperaturama izmedu 150°C i 230°C. Pri tome se ne koriste kemikalije i katalizator smanjujuci
mogucénost korozije. Tijekom predobrade, voda pod visokim tlakom prodire u lignoceluloznu
sirovinu, pri ¢emu dolazi do depolimerizacije hemiceluloze (nastajanje lanaca Secera nize
molekulske mase), promjena strukture celuloze i promjena kemijske strukture lignina. Otapanje
hemiceluloze kataliziraju hidroksidni ioni nastali disocijacijom vode i slabih kiselina koje nastaju
razgradnjom polisaharida. Hidrolizom acetilnih skupina hemiceluloze nastaje octena kiselina, a
dehidratacijom pentoza nastalih hidrolizom hemiceluloze nastaje manja koli¢ina furfurala.
Odrzavanjem pH u neutralnom podruc¢ju moze se smanijiti koncentracija inhibitora (Jénsson i
Martin, 2016; Garrote i sur.,1999).

2.1.2.3. Alkalna predobrada
Predobrada s luzinama pokazala se vrlo ucinkovitom metodom predobrade lignoceluloznih

sirovina s manjim udjelom lignina. Predobrada se najc¢eS¢e provodi pri temperaturama nizim
nego kod kiselinske predobrade zbog ¢ega nastaje i manje nusproizvoda koji mogu kasnije
negativno djelovati na rast mikroorganizma i na aktivnost celulolitickih enzima. Ovim postupkom
smanjuje se sadrzaj lignina i hemiceluloze, te dolazi do bubrenja lignoceluloznih lanaca ¢ime se

povecava dostupnost celuloznih lanaca celulolitickim enzimima. U predobradi najcesce se koriste
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NaOH i Ca(OH),. Prednost primjene Ca(OH), u odnosu na natrijevu luzZinu je niza cijena ove
luzine, te moguénost njene regeneracije s CO, (Joshi i sur., 2011).

2.1.2.4. Oksidativna predobrada
U metode oksidativne predobrade ubraja se ozonoliza, predobrada s vodikovim

peroksidom u alkalnim uvjetima (pH=11,5) i mokra oksidacija. Prilikom mokre oksidacije,
biomasa se tretira vodom i zrakom ili kisikom pri visokim temperaturama u kratkom vremenu.
Oksidativnom predobradom smanjuje se kristali¢nost celuloze i pospjesuje odvajanje lignina od
celuloze i hemiceluloze, uz znacajno smanjenje sadrzaja hemiceluloze. Lignin se razgraduje i
oksidira do alifatskih karboksilnih kiselina i fenola. Predobradom mokrom oksidacijom uz
primjenu alkalija dolazi do smanjenja nastajanja furana i fenolnih aldehida koji negativno utjecu

na rast mikroorganizma i enzimsku razgradnju (Jonsson i Martin, 2016).

2.1.2.5. Fksplozija viakana s amonijakom (eng. Ammonia fiber explosion - AFEX)
AFEX postupak slican je postupku predobrade s vodenom parom. Lignocelulozna sirovina

se tretira teku¢im amonijakom pod visokim tlakom (od 100 do 400 psi) i temperaturama od 70
do 200°C; nakon cega se naglo smaniji tlak. Tijekom ovog postupka predhidrolize dolazi do
dekristalizacije celuloze, hidrolize hemiceluloze, te izdvajanja i depolimerizacije lignina, pritom
se i znacajno povecava broj i veli¢ina mikropora u stani¢nim stijenkama biljne stanice (Bals i
sur., 2010).

2.2. Inhibitori

Tijekom predobrade nastaje niz proizvoda razgradnjom osnovnih strukturnih polimera u
lignoceluloznoj sirovini (slika 6). Hidrolizom celuloze nastaje D-glukoza, a hidrolizom
hemiceluloze nastaju heksoze D-glukoza, D-galaktoza, D-manoza i D-ramnoza, te pentoze D-
ksiloza i L-arabinoza. Osim Secera hidrolizom hemiceluloze nastaju i uronske kiseline kao Sto su

D-glukuronska i 4-O-metilglukuronska kiselina.
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Slika 6. Sastav lignocelulozne sirovine i produkti razgradnje lignocelulozne sirovine (Ibraheem i
Ndimba, 2013).

Na primjer, kada Zelimo postici Sto vecu topivost hemiceluloze i/ili lignina, neizbjezno utjeCemo
na vec otopljene fragmente tih komponenti i poticemo njihovu razgradnju u spojeve koji kasnije
mogu pokazivati inhibitorni utjecaj na enzime i radni mikroorganizam (Jénsson i Martin, 2016).
Vrsta i koli¢ina nastalih inhibitora prvenstveno ovisi o vrsti biomase te njenom sastavu. Najvise
vrsta inhibitora potjeCe od lignina, a njegov nacin povezivanja sa ostalim komponentama
lignoceluloze i sastav znacajno varira u razli¢itim izvorima biomase. Takoder, nacin predobrade i
parametri procesa fermentacije (koncentracija kisika, pH), mogu dovesti do pogorsanja
toksi¢nog djelovanja inhibitora.

Inhibitori nastali u procesu obrade lignoceluloznih sirovina se mogu svrstati u tri skupine,
odnosno tri vrste organskih spojeva, a to su: organske kiseline, derivati furana i fenolni spojevi
(Slika 6., Ibraheem i Ndimba, 2013).



2.2.1. Organske kiseline

Najzastupljenije slabe organske kiseline u lignoceluloznom hidrolizatu su octena, mravlja i
levulinska. Octena kiselina nastaje hidrolizom acetilnih skupina u hemicelulozi, dok mravlja i
levulinska kiselina nastaje razgradnjom HMF-a. Mravlja kiselina takoder nastaje i razgradnjom
furfurala (Jonsson i sur., 2013). Koncentracija pojedinih kiselina u lignoceluloznom hidrolizatu
ovisi o vrsti lignocelulozne sirovine te o uvjetima predobrade. Koncentracija octene kiseline
iznosi od 1 do 10 g/L, dok koncentracija mravlje kiseline moze biti i 10 puta manja od
koncentracije octene kiseline (Mills i sur., 2009).

Organske kiseline u nedisociranom obliku difuzijom prolaze kroz staniénu membranu te unutar
stanice disociraju. Disocijacijom kiseline smanjuje se pH vrijednost citosola Sto moze dovesti i
do smrti stanice (Jonsson i sur., 2013). Zeng i sur. (2013) utvrdili su da mravlja i octena kiselina
imaju pozitivan ucinak na rast plijesni Mortierella isabellina i sintezu lipida. Dodatkom 4 g/L
octene i 2 g/L mravlje kiseline u podlogu za uzgoj znacajno se povecala koncentracija biomase,
dok se prinos lipida udvostrucio. Levulinska kiselina u podlozi utje¢e na povedanje prinosa
biomase, dok smanjuje prinos lipida. Smatra se da je smanjen prinos lipida posljedica
nedostatka ATP-a potrebnog za sintezu masnih kiselina koji stanica troSi za odrzavanje

citosolnog pH (Zeng i sur., 2013).

2.2.2. Fenolni spojevi

Tijekom kiselinske predobrade nastaje niz razlicitih fenolnih spojeva razgradnjom lignina
i ugljikohidrata u lignoceluloznoj sirovini (Popoff i Theander, 1976; Almeida et a., 2007). Vecina
nastalih fenolnih spojeva je nerazgradljiva ili slabo razgradljiva (Mills i sur., 2009). Fenolni
spojevi ugraduju se u stanicnu membranu povecavajuci njenu propusnot. NaruSavanjem
strukture membrane dolazi propustanja proteina, RNA, ATP, iona iz citosola u izvanstanicni
prostor. NaruSena selektivnost staniche membrane uzrokuje konstantan manjak ATP-a,
promjenu proton motorne sile, te poremecaj u funkciji proteina i transportu nutrijenata
(Ibraheem i Ndimba, 2013).

Zeng i sur. (2013) su pokazali da derivati lignina imaju vedi inhibicijski ucinak na rast plijesni M.

isabellina u usporedbi s organskim kiselinama i furan aldehidima. Takoder je uoceno povecanje



toksiCnosti fenolnih spojeva s obzirom na mjesto vezanja supstituenta (para, orto, meta) na
spoj. Orto pozicija povecava toksi¢nost vanilina, dok metoksi skupina i hidroksilna grupa na
meta i para poziciji (ili obrnuto) nemaju utjecaja na toksi¢nost (Almeida i sur., 2007).

2.2.3. Furan aldehidi

Predobrada razrijedenim kiselinama najeS¢e je koriStena metoda predobrade
lignoceluloznih sirovina, a niski pH uz visoke temperature uzrokuju dehidrataciju monomera
Secera u hidrolizatu pri ¢emu nastaje 2-furaldehid (furfural) i 5-hidroksimetilfurfural. Furfural i
HMF inhibiraju rast radnog mikroorganizma i sinteza proizvoda metabolizma. Koncentracije ovih

inhibitora u lignoceluloznim hidrolizatima iznosi do 5 g/L (Mills i sur., 2009).

2.2.3.1. Furfural
Dehidratacijom pentoza (D-ksiloza i L-arabinoza) nastaje furfural. Furfural je

najzastupljeniji nusproizvod u hidrolizatima predobradenih lignoceluloznih hidrolizata, te u
prisustvu drugih inhibitora u lignoceluloznom hidrolizatu njegov negativan ucinak na rast
mikroorganizma se povecava. Molekula furfurala je hidrofobna pa lako prolazi kroz strukturu
stanicne membrane i povecava njezinu propusnost. Takoder smanjuje brzinu replikacije DNK,
sintezu ATP-a i proizvoda metabolizma (Ibraheem i Ndimba, 2013). Furfural utjeCe na rast
stanice tako da utjeCe na prijenos elektrona u stanici, te inhibira enzime glikolize. Takoder,
inhibira malatni enzim koji je klju¢an za osiguravanje NADPH potrebnog za biosintezu masnih
kiselina kod oleaginoznih mikroorganizama, te sintezu prekursora za sintezu masnih kiselina
(acetil-CoA i malonil CoA; Ruan i sur., 2014).

Zeng i sur. (2013) proucavali su ucinak furfurala na rast i sintezu lipida u plijesni M. isabellina,
te su utvrdili da koncentracija furfurala do 2 g/L ne utjeCe na rast plijesni. Zna¢ajno manii
inhibicijski ucinak furfurala na rast mikroorganizma u odnosu na veéinu drugih inhibitora
nastalih u procesu predobrade posljedica je sposobnosti stanice da uz pomoc vlastitih enzima
prevedu furfural u manje toksi¢an spoj. U kvasacu Saccharomyces cerevisiae NADH-ovisna
alkohol dehidrogenaza provodi redukciju furfurala u furfuril alkohol Sto ima za posljedicu
povecanje prinosa etanola i povecanje koncentracije biomase kvasca (Palmgqvist i sur., 1999;
Jayakody i sur., 2013).
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2.2.3.2. 5-hidroksimetil furfural (HMF)
HMF nastaje dehidratacijom heksoza kao Sto su D-glukoza, D-manoza, D-galaktoza i D-

fruktoza. Koncentracija ovog inhibitora u lignoceluloznom hidrolizatu, ovisi o vrsti lignocelulozne
sirovine i 0 uvjetima predobrade. Zeng i sur. (2013) su istraZivali u¢inak HMF-a na rast plijesni
M. isabellina i sintezu lipida. Pri koncentraciji HMF-a u podlozi od 2 g/L, koncentracija biomase
plijesni iznosila je 74,7%, a prinos lipida 76,9% vrijednosti postignute u podlozi bez dodatka
inhibitora. Smatra se da je povecana otpornost plijesni na HMF posljedica enzimske konverzije
HMF-a u manje toksican proizvod 5-hidroksimetilfurfural-alkohol (HMFAL). Ruan i sur. (2014)
utvrdili su da HMF i furfural imaju slican ucinak na plijesan M. isabellina. Utvrdeno je da HMF
smanjuje brzinu prijenosa elektrona, neposredno utjeCe na glikolizu, Krebs-ov ciklus i time na
ukupni metabolizam mikroorganizma. Pri koncentracijama HMF-a u podlozi ve¢im od 5 g/L,
konverzija supstrata se smanijila za 40 %, koncentracija biomase za 35 %, prinos lipida za 72
%, a maseni udjel lipida u biomasi plijesni za 32 %.

Kod kvasca S. cerevisiae je utvrden je slican ucinak HMF-a na rast i prinos etanola (Wikandari i
sur., 2010). Tijekom uzgoja kvasca utvrdeno je da se koncentracija HMF-a smanjuje Sto je
posljedica biotransformacije inhibitora u manje toksi¢an 5-hidroksimetilfurfural-alkohol.
Utvrdeno je i da kvasac takoder provodi konverziju furfurala u furfuril alkohol ili u furoinsku
kiselinu (Wikandari i sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam

Radni mikroorganizam je kultura plijesni Mortierella isabellina, soj DSM 1414, dobivena iz

zbirke mikroorganizama i stanicnih kultura Deutche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Njemacka).

3.1.2. Sirovine za pripravu hranjivih podloga
Za pripravu hranjive podloge koriStene su sirovine navedene u Tablici 1.

Tablica 1. Sirovine za pripravu hranjivih podloga

NAZIV

PROIZVODPAC

Glukoza

Carl Roth, Austrija

Kvascev ekstrakt

Carl Roth, Austrija

Diamonijev sulfat

Kemika, Hrvatska

Kalijev dihidrogenfosfat

Kemika, Hrvatska

Natrijev dihidrogenfosfat

Kemika, Hrvatska

Natrijev hidrogenfosfat

Kemika, Hrvatska

Magnezijev sulfat heptahidrat

Kemika, Hrvatska

Kalcijev klorid dihidrat

Kemika, Hrvatska

Zeljezov (III) klorid sekstahidrat

Kemika, Hrvatska

Cinkov sulfat heptahidrat

Merck, USA

Bakrov sulfat pentahidrat

Kemika, Hrvatska

Kobaltov nitrat monohidrat

Kemika, Hrvatska

Manganov sulfat pentahidrat Sigma, USA

PDA agar Difco, USA

Furfural Sigma, USA
5-hidroksimetilfurfural Sigma, USA

Tween 80 Macrone Fine Chemicals, USA
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3.1.3. Ostale kemikalije

Tablica 2. Kemikalije koriStene u istrazivanju

NAZIV PROIZVOPAC
Kloroform Macrone Fine Chemicals, USA
Metanol J. T. Backer, USA

Cinkov sulfat heptahidrat

Merck, USA

Fosforna kiselina

Acros Organics, Belgija

3.1.4. Hranjiva podloga

Sarzni uzgoj plijesni proveden je u tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak inhibitora furfurala
i HMF-a. Koncentracije furfurala iznosile su od 0,05 do 5 g/L dok su koncentracije HMF-a bile od
0,25 do 2 g/L. Za svaku koncentraciju furfurala u hranjivoj podlozi pripremljene su dvije

paralele,dok je za svaku koncentraciju HMF-a u podlozi pripremljen jedan uzorak, te dvije

paralele kontrolnog uzorka bez dodatka inhibitora.

Tablica 3. Sastav hranjive podloge za Sarzni uzgoj plijesni

SASTOJAK HRANJIVE PODLOGE KONCENTRACIJA
Glukoza 50glL!
Kvascev ekstrakt 1glL?
Kalijev dihidrogenfosfat 7glLt
Natrijev dihidrogenfosfat 2glL?
Magnezijev sulfat heptahidrat 1,5¢gLt
Kalcijev klorid dihidrat 0,1glLt
Zeljezov (III) klorid sekstahidrat 0,08¢gL!
Cinkov sulfat heptahidrat 10 mg L
Kobaltov nitrat monohidrat 10 mg L!
Bakrov sulfat pentahidrat 10 mg L?
Manganov sulfat pentahidrat 10 mg L?
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3.1.5. Oprema i aparatura

U izradi ovog rada, uz laboratorijsko posude, koriStena je i sljede¢a oprema:
e Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti (Shimadzu CLASS - VP LC -
10A, Shimadzu, Japan).
e Centrifuga (Harrier 18/80, Sanyo, Velika Britanija)
e Tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Sartorius group, Njemacka)
e Susionik (Instrumentaria ST-50, Hrvatska)
e Tehnicka vaga (Technica ET-1111, Slovenija)
e Analiticka vaga (Sartorius, Njemacka)
e VrtloZna mijeSalica (Technica ET-1111, Slovenija)
e Boce plina s dusikom

e Hladnjak i zamrzivac

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj i priprema inokuluma spora

Plijesan Mortierella isabellina precijepljena je na kosi PDA agar i uzgajana tjedan dana pri
sobnoj temperaturi. Pomo¢u mikrobioloSke uSice narasle spore su sastrugane s povrsine
podloge uz dodatak demineralizirane vode s Tween 80. Spore su zatim filtrirane preko sterilne
gaze u sterilnu tikvicu, a broj spora po mL suspenzije je odreden brojanjem spora u Thomaovoj

komorici.

3.2.2. Sarzni proces proizvodnje lipida u tikvicama

Uzgoj plijesni proveden je u hranjivoj podlozi za proizvodnju lipida Sarznim procesom u
Erlenmeyerovim tikvicama od 300 mL. Volumen podloge iznosio je 50 mL. Pripremljene podloge
odredenog sastava su sterilizirane i nacijepljene s 0,5 x 107 spora. Za svaku koncentraciju
inhibitora proveo se Sarzni uzgoj na tresilici pri 28 °C na 140 o min™! u trajanju od 7 dana. Na
kraju uzgoja odredena je koncentracija glukoze, biomase, te udjel lipida u biomasi. Po zavrSetku
uzgoja, biomasa plijesni je izdvojena vakuum filtracijom prevrele podloge preko membranskog

filtra (0,2 pm). Biomasa je isprana dva puta demineraliziranom vodom. Supernatant je
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pohranjen na -20 °C do odredivanja koncentracije glukoze pomoc¢u HPLC-a. Biomasa plijesni
osusena je u susioniku na 50°C do konstantne mase. OsuSena biomasa plijesni sadrzavala je od

3 do 4% vlage.

3.2.3. Analiticke metode

3.2.3.1. Gravimetrijsko odredivanje suhe tvari biomase

Suha tvar biomase plijesni je odredivana vaganjem osusenog uzorka. Biomasa je osusena
u susioniku pri 50 °C do konstantne mase. Masa suhe tvari je izracunata oduzimanjem mase

prazne posudice za suSenje od mase suhe biomase u posudici.

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije glukoze pomocu tekucinske kromatografije
visoke ucinkovitosti (HPLC)
Za odredivanje koncentracije glukoze tijekom uzgoja kvasca koriSten je uredaj Shimadzu

CLASS-VP LC-10AVP (Japan). Uredaj se sastoji od crpke (LC-10ADVP), otplinjaCa (DGU-14A),
injektora (SIL-10ADVP), uredaja za grijanje kolone (CTO-10AVP), analiticke kolone (ionsko-
izmjenjivacka kolona Supelcogel TM H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um), detektora indeksa loma (RID-
10A), modula za kontrolu sustava (SCL-10AVP) i racunalnog programa za kromatografiju. Za
pripravu svih otopina koriStena je redestilirana voda Cija je vodljivost iznosila manje od 1 pS.
Kao pokretna faza koriStena je otopina HsPO4 (0,1 % vol/vol) u vodi. Po 20 pL svakog uzorka
injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C i brzini protoka pokretne faze
od 0,5 mL min-1. Nakon kromatografske analize integracija dobivenih dijagrama provedena je
uz pomoc¢u racunalnog programa CLASS-VP verzija 6.10. Koncentracija supstrata u uzorku
izraCunata je prema jednadzbi bazdarnog pravca za standard tj. glukozu. Jednadzba bazdarnog
pravca za odredivanje koncentracije glukoze (0,1 — 10 g/L) glasi:
y = 258154x + 14890

y-povrsina pika za glukozu, x- koncentracija glukoze (g/L)

3.2.3.3. Odredivanje udjela lipida
U osusenoj biomasi plijesni odreden je udjel lipida ekstrakcijom s metanolom i

kloroformom. U Pyrex staklenu kivetu dodana je izvagana biomasa plijesni (100-200 mg), te je
dodano i 0,3 mL vode, 2 mL metanola i 4 mL kloroforma. Ekstrakcija ukupnih stanicnih lipida
provedena je preko noéi uz mijeSanje na tresilici (120 o min). Sljedeéi dan je ekstrakt filtriran
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preko sinter lijevka, a zaostali filtracijski kola¢ na sinter lijevku je ispran sa smjesom otapala
kloroform/metanol/voda (2:1:0,5 , vol/vol). Zaostali proteini u ekstraktu uklonjeni su dodatkom
0,7% NaCl (20% volumena ekstrakta) uz mijeSanje na vorteksu. Nakon razdvajanja metanolske
i kloroformske faze, donja kloroformska faza je izdvojena pomocu staklene Sprice s dugackom
injekcijom i prenesena u prethodno izvaganu staklenu epruvetu. Kloroform je uklonjen
propuhivanjem ekstrakta s plinovitim dusSikom. Uzorak je osusen pri 100 °C do konstantne

mase, te je potom epruveta izvagana.

Udjel lipida u biomasi je izracunat prema sljede¢oj jednadzbi:

—m
w, =m—X"-100[%]

Me — Masa osusene epruvete s lipidima [g]
Me — Masa prazne suhe epruvete [g]

mx — masa biomase [g L]

3.2.4. Pokazatelji uspjesnosti procesa

Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yxeys) racuna se kao kvocijent prirasle biomase

bez lipida i utroSenog supstrata:

XBL

Yip,/s = S,—5 [997']

XsL — koncentracija biomase bez lipida na kraju uzgoja [g L]
S — koncentracija supstrata na kraju uzgoja [g L]

So — koncentracija supstrata na pocetku uzgoja [g L]

Koeficijent Yys predstavlja omjer mase lipida nastale tijekom uzgoja i mase utrosenog

supstrata tj. izvora ugljika:

WL'X

Vs =——— -1
L/S 50_5[99 ]

w. — udio lipida dobiven u biomasi [%]

X — koncentracija biomase [g L]
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Produktivnost sinteze biomase bez lipida (Pry,, ) i produktivnost sinteze lipida (Pr;)

izraCunate su prema sljede¢im jednadzbama:

XBL 17—
Prig, ==~ [9L7"h 7]

wy, - Xpp,

Pr, = [gL™1h™1]

tu — trajanje procesa

IskoriStenje procesa izraCunava se iz omjera postignutog i teorijskog stupnja konverzije
glukoze u lipide (Yysteeor = 0,31 g g1):
E =45 .100[%]

YL/Steor
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Plijesan Mortierella isabellina

Plijesan M. /sabellina ubraja se u skupinu oleaginoznih mikroorganizama koji mogu
nakupiti znacajne koli¢ina lipida unutar stanice, a njihov udjel u suhoj tvari biomase moze
iznositi od 20 % pa Cak i do 70 % (Ruan i sur., 2012). Akumulirani lipidi su po kemijskom
sastavu tracilgliceroli koji se nakupljaju unutar tzv. lipidnih mjeSinica u citoplazmi stanice.
Nakupljanje lipida ili lipogeneza zapocinje u uvjetima limitacije rasta mikroorganizma nekim
sastojkom podloge (izuzev izvora ugljika), najcesce izvorom dusika, u prisustvu izvora ugljika u
suviSku. Pri tome se aktivira AMP-deaminaza koja katalizira reakcije deaminacije adenozin
monofosfata u inozin monofosfat uz otpustanje jedne molekule amonijaka. Time stanica
nadoknaduje potreban dusik Sto ima za posljedicu smanjenje koli¢éine ATP-a i nakupljanje
citrata. Acetil-CoA potreban za sintezu masnih kiselina nastaje iz citrata djelovanjem enzima
ATP-citrat liaze (Ruan, 2014).

Plijesan M. isabellina kao izvor ugljika za rast i sintezu lipida moze koristiti Secere
pentoze (arabinoza, ksiloza, manoza), heksoze (glukoza, galaktoza, fruktoza) i disaharide
(saharoza i celobioza), te glicerol i razliCite Secere u lignoceluloznim hidrolizatima (Gao i sur.,
2013). Utvrdeno je da je plijesan M. isabellina otporna na razliite nusproizvode koji nastaju
tijekom procesa predobrade lignocelulozne sirovine sa sumpornom kiselinom pri visokim
temperaturama (furfural, HMF, octena i mravlja kiselina; Zheng i sur., 2013; Fang i sur., 2016).
Posljednjih godina sve intenzivnije se istrazuje proizvodnja biodizela iz mikrobnih lipida pri ¢emu
se kao izvor ugljika koriste sirovine niske trziSne vrijednosti kao Sto su lignocelulozni hidrolizati
(Kumar 2011).

4.2. Ucinak furfurala na rast plijesni M. isabellina i sintezu lipida

U ovom radu istrazen je ucinak dva najzastupljenija nusproizvoda koji nastaju tijekom
predobrade lignoceluloznih sirovina, furfural i HMF, na rast plijesni M. isabellina i sposobnost
nakupljanja lipida. Koncentracija furfurala u podlozi za uzgoj iznosila je 0,25-5 g/L, a HMF-a
0,05-2 g/L. Uzgoj plijesni proveden je na podlozi uz visok pocetni molarni omjer ugljika i dusika
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od 334 mol/mol kako bi se potakla liponeogeneza i ucinkovito nakupljanje lipida (Ambrus,
2016). U podlozi jednakog sastava bez dodatka inhibitora uzgojena je kontrolna kultura. Rast
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Slika 7. Ucinak fururala na koncentraciju biomase (X, ¢), koncentraciju biomase bez lipida

(XsL, 4) i koncentraciju utroSenog supstrata (AS, x).
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Slika 8. Ucinak furfurala na koncentraciju lipida (L, m) i udjel lipida (w,, ¢).
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plijesni i sinteza lipida uz dodatak inhibitora razli¢ite koncentracije usporeden je s kontrolnom
kulturom.

Na slikama 7 i 8 prikazane su vrijednosti koncentracije biomase (X), koncentracije biomase bez
lipida (XsL), koncentracija utroSene glukoze (AS), te koncentracija (L) i udjel lipida (w.) na kraju
uzgoja u podlozi uz razli¢ite koncentracije furfurala. U podlogama s koncentracijom furfurala
manjom od 0,05 g/L postignute su najvece koncentracije biomase, biomase bez

lipida, te koncentracije i udjela lipida. Povecanjem koncentracije furfurala od 0,15 do 0,4 g/L
ove vrijednosti se postupno smanjuju. Pri koncentraciji furfurala od 0,4 g/L koncentracija
biomase se smanijila 30,6 %, a koncentracija biomase bez lipida za 24,7 % u odnosu na njihovu
vrijednost u podlozi bez dodatka inhibitora. Koncentracija lipida iznosila je 3,06 g/L Sto je za
36,3 % manje nego u podlozi bez inhibitora. Ucinak furfurala na udjel lipida bio je maniji.
Vrijednost udjela lipida smanijila se s 50,3 % (podloga bez furfurala) na 46,2 % (podloga s
furfuralom). Povecanje koncentracije furfurala iznad 0,4 g/L znacano se smanjuje koncentracija
biomase i biomase bez lipida, te udjel i koncentracija lipida.

Furfural je najzastupljeniji inhibitor u lignoceluloznom hidrolizatu dobivenom kiselinskom
predobradom. Utvrdeno je da se u njegovoj prisutnosti smanjuje prinos biomase i bioetanola u
procesu proizvodnje s kvascem S. cerevisiae (Schell i sur., 2003). Takoder utjeCe na
permeabilnost membrane stanice, inhibira kljutne enzime glikolikolize, utjeCe na transport
elektrona i prijenos tvari u stanicu. UtjeCe i na sintezu lipida smanjujuéi aktivnost NADP*
ovisnog malat enzima (mali¢ni enzim) koji je odgovoran za sintezu NADPH potrebnog za sintezu
masnih kiselina (Vitrinskaya i Soboleva, 1975; Banerjee i sur., 1981; Palmqvist i sur., 1999).
Takoder inhibira sintezu acetil-CoA i malonil-CoA (Beopoulos i sur., 2011).

U literaturi se navodi da je plijesan M. isabellina vrlo otporna na furfural i HMF. Zeng i
sur. (2013) su proucavali ucinak furfurala na rast i sintezu lipida u ovoj plijesni, te su utvrdili da
pri koncentraciji furfurala od 2 g/L koncentracija biomase smanjila za 11,8 % u odnosu na
koncentraciju biomase u podlozi bez inhibitora. U eksperimentu provedenom u ovom radu, pri
koncentraciji furfurala vecoj od 0,6 g/L nije zamije¢en rast plijesni. Znacajno niZza otpornost
plijesni u provedenom istrazivanju moze se objasniti time Sto su podloge za uzgoj bile
inokulirane sporama plijesni dok je u istrazivanju Zeng i sur. (2013) koristena kultura plijesni
stara jedan dan. U kvascu S. cerevise NADH-ovisna alkohol dehidrogenaza provodi redukciju
furfurala u manje toksican furfuril alkohol ¢ime se povecava prinos etanola i rast biomase

kvasca (Palmquvist i sur., 1999). Povecana otpornost kulture nacijepljene s micelijem plijesni
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najvjerojatnije je posljedica sposobnosti kulture da provodi detoksikaciju podloge tj. redukciju
furfurala u furfuril uz pomoc¢ stani¢nih enzima. U podlozi nacijepljenoj sa sporama potrebni
enzimi za detoksikaciju tek trebaju biti sintetizirani nakon Sto spore proklijaju. To je i
najvjerojatnije razlog niske otpornosti ove kulture na furfural. U daljnjim istrazivanjima bi bilo
potrebno utvrditi ucinak furfurala na micelij i usporediti s rezlutatima dobivenim u ovom
istrazivanju.

Na slici 9. prikazan je ucinak furfurala na vrijednost koeficijenata konverzije supstrata u
biomasu (Yxs) i lipide (Yys), te iskoristenje procesa (E). Pri koncentracijama furfurala do 0,4 g/L
vrijednost koeficijenta konverzije se ne mijenja znacajnije. Koeficijent konverzije supstrata u
lipide iznosio je od 0,14 do 0,18 g/g dok je koeficijent konverzije supstrata u biomasu iznosio od
0,14-0,17 g/g. Medutim pri koncentraciji furfurala od 0,5 g/L supstrat se vec¢im dijelom trosio za
sintezu biomase bez lipida dok se sinteza lipida znacajno smanijila. Koeficijent konverzije
supstrata u lipide smanjio se za 50 % u odnosu na kontrolnu kulturu, dok se koeficijent
konverzije supstrata u biomasu bez lipida udvostrucio. Pri koncentraciji furfurala od 0,6 g/L

plijesan nije rasla te su vrijednost oba koeficijenta konverzije supstrata bila jednaka nuli.
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Slika 9. Ucinak furfurala na koeficijent konverzije supstrata u biomasu bez lipida (Yxsys, ¢),

koeficijent konverzije supstrata u lipide (Yxsys, ¢) i iskoriStenje sinteze lipida (E, 4).
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Pokazatelji uspjesSnosti procesa proizvodnje lipida, iskoristenje, te produktivnost sinteze
biomase bez lipida i produktivnost sinteze lipida prikazani su na slikama 9 i 10. Vrijednost
iskoriStenja procesa proizvodnje lipida (slika 9) nije se znacajnije mijenjala pri koncentracijama
furfurala manjim od 0,4 g/L i iznosila je od 46-52% teoretskog iskoristenja.

Pri koncentraciji furfurala od 0,5 g/L iskoristenje je palo za 50 % vrijednosti postignute u
kontrolnoj podlozi, te pri koncentraciji od 0,6 g/L vrijednost iskoriStenja bila je jednaka nuli
(slika 10). Produktivnost sinteze biomase bez lipida (0,579 g/L dan) i produktivnost sinteze
lipida (0,62 g/L dan) pri najmanjoj koncentraciji furfurala bila je priblizno jednaka vrijednosti za
kontrolnu kulturu. Pri koncentraciji furfurala od 0,5 g/L produktivnost sinteze lipida se znacajno
smaniila i iznosila je 0,059 g/L dan Sto je 90 % vrijednosti postignute u kontrolnoj kulturi. Kao
Sto je i ocekivano ucinak furfurala na produktivnost sinteze biomase bez lipida nesto je maniji
nego na produktivhost sinteze lipida. Vrijednost produktivnosti sinteze biomase bez lipida
iznosio je 0,22 g/L dan Sto je priblizno 70 % manje nego u kontrolnoj podlozi. Pri

koncentracijama furfurala ve¢im od 0,6 g/L obje produktivnosti jednke su nula.
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Slika 10. Ucinak furfurala na produktivnost sinteze biomase bez lipida (Prxs, =) i produktivnost

sinteze lipida (Pry, ¢).
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4.3. UcCinak HMF-a na rast plijesni M. isabellina i sintezu lipida

U nastavku istrazivanja proucavan je ucinak HMF-a na rast plijesni M. isabellina i sintezu
lipida. Ucinak HMF-a na koncentraciju biomase (X), koncentraciju biomase bez lipida (Xs),
koncentraciju utroSene glukoze (AS), te koncentraciju (L) i udjel lipida (w.) na kraju Sarzng
uzgoja prikazan je na slikama 11 i 12. Pri koncentracijama manjim od 0,5 g/L HMF ne utjecCe
znacajnije na rast plijesni M. isabellina. Daljnje povecanje koncentracije HMF-a utjeCe na
znacajnije smanjenje koncentracije biomase, koncentracije biomase bez lipida i koncentracije
lipida. Pri koncentraciji HMF-a od 2 g/L koncentracija biomase iznosila je samo 1,3 g/L, dok je
koncentracija lipida bila 0,25 g/L. IzraZeniji negativan ucinak na nakupljanje lipida u miceliju
plijesni zamijecen je pri znatno ve¢im koncentracijama HMF-a. Pri koncentraciji HMF vecoj od
1,5 g/L smanijio se udjel lipida u biomasi, a pri koncentraciji HMF-a od 2 g/L iznosio 15,5 % Sto
je za 73 % manje od vrijednosti odredene u kontrolnoj kulturi. Sli¢an ucinak na rast i
nakupljanje lipida u miceliju plijesni zabiljezen je i u prisustvu furfurala podlozi. Medutim ucinak
inhibitora na rast je utvrden kod znatno nizih koncentracija furfurala u usporedbi s HMF-om Sto
je u skladu s literaturnim podacima (Zeng i sur., 2013). Utvrdena manja otpornost plijesni na
HMF u ovom radu moZe se obijasniti kao i kod istrazivanja ucinka furfurala Cinjenicom da je
podloga nacijepljena sporama plijesni dok je u radu Zeng i sur. (2013) podloga nacijepljena
kulturom plijesni starom jedan dan (micelij). Micelij za razliku od spora sadrZi potrebne enzime
za /n situ detoksikaciju dok u kulturi nacijepljenoj sa sporama tek moraju biti sintetizirani nakon

Sto spore proklijaju.

Iako je 5-HMF manje toksican od furfurala, njegova konverzija u manje toksi¢an produkt
2,5-furandimetanol u stanicama kvasca S. cerevisiae znacajno je sporija. U ovom procesu in situ
detoksikacije podloge sudijeluje vedi broj reduktaza koje kao donor elektrona koriste NADPH i
NADH. Utvrdeno je da rast i potrosnja izvora ugljika zapocinje tek kada koncentracija inhibitora
furfurala i/ili HMF-a ne padne ispod odredene vrijednosti. Smatra se da pri vedim
koncentracijama inhibitora NAD(P)H pretezito troSi u reakcijama detoksikacije te da je brzina
glikolize vrlo mala. Kada se koncentracija inhibitora u podlozi smaniji, kofaktor se pocinje trositi
u glikolitickom putu te postupno raste specificna brzina rasta. Faza detoksikacije podloge

uzrokuje produzenu lag fazu rasta kulture kvasca.
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Slika 11. Ucinak HMF-a na koncentraciju biomase (X, ¢), koncentraciju biomase bez lipida

(XsL, 4) i koncentraciju utroSenog supstrata (AS, x).
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Slika 12. Ucinak fururala na koncentraciju lipida (L, m) i udjel lipida (w., *).

Na slici 13. prikazane su vrijednosti koeficijenata konverzije supstrata u biomasu (Yxs) i

lipide (Yuys). Pri koncentracijama HMF-a manjim od 1,5 g/L vrijednost koeficijenta konverzije
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supstrata u lipide bio je nesto veéi od koeficijenta konverzije supstrata u biomasu bez lipida Sto
ukazuje da je veéa koli¢ina supstrata bila koriStena za sintezu lipida u miceliju. Medutim
porastom koncentracije HMF-a iznad 1,5 g/L koeficijent konverzije supstrata u lipide znacajno se
smanjio dok je ucinak na koeficijent konverzije supstrata u biomasu bio manji. Tako pri
kocentraciji HMF-a od 2 g/L vrijednost koeficineta konverzije supstrata u lipide se smanjio za 92
% (Yys=0,015 g/L dan) dok koeficijent konverzije u biomasu smanjio za 37 %

(yxeys= 0,0835 g/L dan) u odnosu na vrijednost u kontrolnoj kulturi.
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Slika 13. Ucinak furfurala na koeficijent konverzije supstrata u biomasu bez lipida (Yxsys, ¢),

konverzije supstrata u lipide (Yys, m) i iskoristenje sinteze lipida (E, »).

Na slikama 13 i 14 prikazan je ucinak HMF-a na pokazatelje uspjesnosti procesa
proizvodnje lipida, produktivnost sinteze lipida (Pr.), iskoristenje (E), te produktivnost sinteze
biomase bez lipida (Prxs.). Pri koncentracijama HMF-a 0,5-1,28 g/L vrijednost iskoriStenja bila je
nesto veca nego u kontrolnoj kulturi, te se moze zakljuditi da je inhibitor imao pozitivan ucinak
na proces akumulacije lipida u miceliju. Medutim pri koncentraciji inhibitora u podlozi iznad 1,5
g/L u podlozi smanjuje se koncentracija biomase, ali i udjel lipida u miceliju Sto je viSestruko

smanjilo iskoriStenje procesa. Pri koncentracijama HMF-a manjim od 0,5 g/L vrijednost ,
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produktivnost sinteze lipida i produktivnost sinteze biomase bez lipida nije se mijenjala.
Medutim pri koncentracijama HMF-a u podlozi ve¢im od 0,5 g/L njihove se vrijednosti znacajno
smanjuju; pri koncentraciji HMF-a od 2 g/L vrijednost produktivnosti sinteze lipida iznosila 0,035
g/L dan Sto je tek 4 % vrijednosti u odredenoj u kontrolnoj kulturi. Vrijednost koeficijenta

konverzije bez lipida iznosila je 0,19 g/L dan Sto je 28 % vrijednosti postignute u kontrolnoj
kulturi.
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Slika 14. Ucinak HMF-a na produktivnost sinteze biomase bez lipida (Prxe,, m) i produktivnost
sinteze lipida (Pry, ¢).

U provedenom istrazivanju utvrdeno je da nusproizvodi procesa predobrade, furfural i
HMF, negativno utjeCu na rast plijesni M. isabellina i nakupljanje lipida. Plijesan M. isabellina
pokazala se otpornijom na HMF koji je u lignoceluloznim hidrolizatima najceSce prisutan u
manjim koncentracijama od furfurala. Pri nizim koncentracijama, oba inhibitora primarno utjecu
na koncentraciju biomase bez lipida dok pri visim koncentracijama utjeCu na proces
liponeogeneze smanjujuci prinos lipida i ucinkovitost sinteze lipida. U daljnim istrazivanjima
potrebno je istraziti ucinak oba inhibitora u kulturi nacijepljenoj s micelijem koji bi trebao biti
otporniji na ucinak ovih inhibitora.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu cinjenica navedenih u teorijskom dijelu i provedenog istrazivanja moze se

zakljuditi:

1. Predobradom lignocelulozne sirovine povecava se iskoriStenje enzimske hidrolize
celuloze do glukoze, te se smanjuje koli¢Cina enzima potrebnog za hidrolizu. Postupkom
predobrade smanjuje se kolicina hemiceluloze i lignina, smanjuje kristalicnost celuloze i

povecava poroznost ¢ime se poboljSava ucinkovitost enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine.

2. Tijekom procesa predobrade nastaje niz nusproizvoda koji smanjuju aktivnost
celulolitickih enzima, te inhibiraju rast mikroorganizma i nastajanje proizvoda. Nusproizvodi se
dijele u tri skupine: furan aldehidi (furfural, HMF), slabe organske kiseline (mravlja, octena i

levulinska) i fenolni spojevi (vanilin, siringaldehid, 4-hidroksidbenzaldehid).

3. Furan aldehidi, furfural i HMF, inhibiraju rast plijesni M. isabellina i smanjuju prinos
lipida. Pri nizim koncentracijama furfurala (<0,4 g/L) i HMF-a (<1,28 g/L) negativan ucinak na
rast biomase je vedi, dok je ucinak na sintezu lipida vrlo malen. Furfural ima vedi inhibicijski

ucinak na rast plijesni i sintezu proizvoda od HMF-a.

4. Pri koncentradiji furfurala vecoj od 0,6 g/L i koncentraciji HMF-a vecoj od 2 g/L plijesan

M.isabellina ne raste, a biosinteza lipida je potpuno inhibirana.
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Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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