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1. UVOD

Veliki dio svjetskih energetskih potreba dobiva se preradom fosilnih goriva u
rafinerijama. Zbog nesigurnosti dostupnih koli¢ina fosilnih sirovina poput nafte, njihovog
negativnog ckoloskog utjecaja i rasta cijena fosilnih goriva, potrebno je povecati udio drugih
izvora energije kojima bi se izbjegli negativni aspekti upotrebe fosilnih goriva, te smanjila
ovisnost Covjecanstva o istima. Uz sunevu energiju, energiju vjetra te energiju vode, biljna
biomasa predstavlja jo§ jedan zanimljiv potencijalan izvor energije. Zamjena nafte biljnom
biomasom kao sirovinom za proizvodnju biogoriva i biokemikalija je pokretacka snaga za
razvoj koncepta biorafinerija (Cherubini, 2010).

U biorafinerijama se gotovo sve vrste sirovina bioloskog podrijetla mogu pretvoriti u
biogoriva razli¢itih klasa i druge vrijedne biokemikalije. Biomasa koja se Kkoristi u
biorafinerijama moze se podijeliti u Cetiri vece skupine, a to su ,,energetski usjevi” (uglavnom
su to travaste biljke poput miskantusa, divljeg prosa, bambusa, sirka i dr.), brzorastuce drvece,
poljoprivredni usjevi (uljarice i zitarice) te biomasa algi (Maity, 2015).

Posebno su zanimljive sirovine lignoceluloznog sastava zbog velike dostupnosti istih,
jer nerijetko takve sirovine predstavljaju otpad drugih industrija, npr. stabljike Zitarica nakon
zetve iz poljoprivredne industrije ili otpad Sumske industrije. Lignocelulozne sirovine nije
moguce mikroorganizmima prevesti u vrijedne proizvode bez prethodne obrade sirovine s
ciljem oslobadanja jednostavnih Secera iz kristali¢ne strukture tih sirovina.

U ovom radu istrazit ¢e se utjecaj razli¢itih izvora dusika poput soli, peptona, kvaséevog
ekstrakta i kukuruzne mocevine (dalje u tekstu CSL) na rast i proizvodnju razli¢itih metabolita
i masnih kiselina s pomocu plijesni M. indicus DSM 2185. Zatim ¢e se odabrani izvori dusika
koristiti u kombinaciji s lignoceluloznom sirovinom - hidrolizatom otpadne trave za uzgoj ove
plijesni. Usporedit ¢e se uspjesnost procesa provedenom na nedetoksificiranom i
detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave (tretiran aktivnim ugljenom kako bi se uklonili
inhibitori). Nakon toga, provest ¢e se uzgoji u ve¢em mjerilu - bioreaktoru s mijeSalom u
podlozi s odabranim izvorom dusika na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave. Dobivena
otpadna podloga nakon uzgoja plijesni M. indicus DSM 2185 bit ¢e koriStena za uzgoj ljubicaste
nesumporne bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 za proizvodnju biomase bakterije

koja se moze koristiti kao bio gnojivo, za bioremedijaciju tla, te za proizvodnju pigmenata.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. BIORAFINERIJE

Biorafinerije su postrojenja koja provode procese konverzije biomase, ukljucujuéi
otpad, u kemikalije, biomaterijale 1 energiju maksimiziraju¢i vrijednost biomase te
minimizirajuéi otpad (Clark i Deswarte, 2015b). Budu¢i da biorafinerije koriste biomasu kao
sirovinu za proizvodnju sli¢nih proizvoda, one predstavljaju alternativu naftnim rafinerijama
kojom bi se moglo posti¢i odrzivu i ekoloski prihvatljiviju proizvodnju. Obzirom na broj
razli¢itih sirovina, proizvodnih procesa i krajnjih proizvoda, biorafinerije se mogu podijeliti na
biorafinerije prve, druge i trece faze. Biorafinerije prve faze (eng. Phase | biorefinery) jednim
tehnoloskim postupkom, jednu sirovinu pretvaraju u jedan glavni proizvod. Na primjer, to su
biorafinerije koje za sirovinu koriste biljno ulje od kojega transesterifikacijom proizvode
biodizel i glicerin kao nusproizvod (Wellisch i sur., 2010). Sli¢no biorafinerijama prve faze,
biorafinerije druge faze (eng. Phase Il biorefinery) koriste jednu sirovinu, ali su u moguénosti
proizvesti vise razli¢itih krajnjih produkata. Pokazalo se da ovakve biorafinerije koje mogu
reagirati na promjene cijena, trziSne potraznje i svojih proizvodnih limita odnosno biorafinerije
koje imaju integrirane proizvodnju i biogoriva i kemikalija, predstavljaju uspjesnije investicije
koje istovremeno postizu ekonomske i energetske ciljeve (Bozell i Petersen, 2010). Nadalje,
ovakvim pristupom proizvodnji biogoriva bi se mogle smanjiti cijene biogoriva i do 30 % (IEA
Bioenergy, 2012). Biorafinerije tre¢e faze (eng. Phase Il biorefinery) su najnaprednije jer za

proizvodnju vise razli¢itih proizvoda mogu koristiti viSe vrsta sirovina.

2.1.1. Sirovine

2.1.1.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine ¢ine veliku skupinu sirovina biljne biomase i predstavljaju
najobilniji izvor obnovljivog organskog materijala na Zemlji. Lignoceluloza nastaje procesom
fotosinteze i rezultat je rasta biljaka koje koriste vodu i CO> za stvaranje jednostavnih Secera
koje dalje mogu ugraditi u strukturu lignoceluloze. Glavne komponente strukture lignoceluloze
su celuloza, hemiceluloza i lignin, a u manjem dijelu su prisutni pigmenti, proteini stani¢ne

stijenke, mineralne tvari i pektin (Chen, 2014).



Celuloza je linearni homopolimer molekula D-glukoze povezanih f£-1,4-glikozidnim
vezama te ¢ini 35 — 50 % suhe tvari stani¢ne stijenke biljaka ovisno o vrsti, a kod nekih vrsta
(pamuk) stani¢na stijenka stanica je gotovo u potpunosti sastavljena od celuloze (Chen, 2014).
Dugacki lanci medusobno su povezani vodikovim vezama, na taj nacin tvore vlakna celuloze.
Zbog takve kompaktne strukture razliciti reagensi tesko dolaze do aktivnih hidroksilnih skupina
glukoznih jedinica i zato je potrebno na neki nacin otvoriti strukturu lignoceluloze i razbiti ju
do jednostavnijih polisaharida te do monosaharida koje mikroorganizmi mogu koristiti za rast
i biosintezu proizvoda.

Za razliku od celuloze, hemiceluloza je heteropolimer monosaharida povezanih
razli¢itim glikozidnim vezama koji tvore razgranate lance hemiceluloze. Takoder, sadrzaj i
struktura hemiceluloze se razlikuje ovisno o vrsti biljke. Hemiceluloze drvenastih biljaka
obi¢no se sastoje od D-ksiloze, D-manoze, D-galaktoze, D-glukoze, L-arabinoze, D-glukuronske
kiseline i D-galakturonske kiseline, a hemiceluloze trava i Zitarica najcesce su velikim dijelom
sastavljene od D-ksiloze, D-galaktoze, D-glukoze i L-arabinoze, no u ovim polimerima postoji
vecéa raznolikost strukture (Puls, 1997).

Lignin je treca velika komponenta biljnog materijala. To je obi¢no drugi najzastupljeniji
organski polimer biljaka koji ¢ini 20 - 40 % drvenastih biljaka ili 15 - 20 % strukture travastih
biljaka (Chen, 2014). Kao $to je slucaj s hemicelulozom, lignin je heteropolimer. Monomeri
lignina su nelinearno i nasumi¢no povezani, a tri najée$¢a monomera su kumaril alkohol, sinapil
alkohol i koniferil alkohol. Tijekom separacije lignina, zbog mehanickih, kemijskih i enzimskih
metoda koje se koriste, dolazi do djelomi¢ne degradacije lignina pa jo$ nije odredena njegova
prava molekulska masa (Chen, 2014). Cjeloviti lignin je netopiv u bilo kojem otapalu zbog
brojnih intramolekulskih i intermolekulskih vodikovih veza koje su posljedica hidroksilnih i
drugih polarnih skupina u strukturi lignina (Chen, 2014). Lignin utje¢e na ¢vrsto¢u stani¢nih
stijenki biljnih stanica, poboljSava hidrofobna svojstva stjenke, sudjeluje u transportu

mineralnih tvari te stiti od patogena (Liu, 2018).

2.1.1.1.1. Obrada lignoceluloznih sirovina

Predobrada lignoceluloznih sirovina je nuzan korak u procesu proizvodnje jer
mikroorganizmi ne mogu koristiti lignocelulozne materijale u njihovom prvotnom obliku nego
samo jednostavnije gradivne jedinice celuloze, hemiceluloze i lignina. Predtretman je zbog toga

vrlo bitan korak jer koli¢ina dostupnog supstrata, a samim time i rast mikroorganizma i



proizvodnja vrijednih metabolita, ovisi o uCinkovitosti predtretmana. Postoje viSe nacina na
koje se moze provesti predtretman lignoceluloznih sirovina, a mogu se podijeliti na fizikalne,
kemijske i bioloske metode.

Fizikalne metode uklju¢uju mljevenje odnosno usitnjavaje, radijaciju, eksploziju parom,
pirolizu i sli¢no, a cilj je promijeniti strukturu sirovine omogucavajuci pristup enzima celulozi
(Chen, 2014). Za mehanicko usitnjavanje najcesce se koriste razne vrste mlinova od kojih su se
najboljima pokazali kuglicni mlinovi. Njima se moze ucinkovito razbiti intermolekulske
vodikove veze te posljedicno olakSati razdvajanje biljnih vlakana, a time se poboljSavaju
ucinkovitost kasnije hidrolize i saharifikacije sirovine (Chen, 2014). Tijekom procesa ultrafinog
usitnjavanja osim fizikalne strukture mijenja se i kemijski sastav sirovine, postizu se jako male
Cestice sirovine ¢ime se postize velika specifiéna povrSina, a time i veca topivost te veca
kemijska i bioloska aktivnost materijala (Ding i sur., 2002). Ovakve metode usitnjavanja raznim
mlinovima su jako ucinkovite, ali su relativno skupe zbog potrebne energije. Njihova cijena
moze ¢initi 1 do 60 % cijene ukupne potrosnje energije tijekom predtretmana (Chen, 2014).
Eksplozija parom je metoda kojom se lignocelulozna sirovina tretira parom visoke temperature
pod visokim tlakom neko odredeno vrijeme, zatim se provede trenutna dekompresija sustava
Sto uzrokuje promjene strukture sirovine i razdvajanje komponenti. Pri takvim uvjetima dolazi
do stvaranja organskih kiselina iz hemiceluloze koje sudjeluju u hidrolizi hemiceluloze i lignina
(Chen, 2014). Ova se metoda pokazala vrlo uspjeSnom, naime Schultz i sur. (1984) su pokazali
visoke prinose nakon enzimske hidrolize sirovine koja je bila tretirana parom temperature 240-
250 °C kroz 1 minutu. UspjeSnost enzimske hidrolize nakon tretmana parom temperature 230
°C tijekom 1-2 minute iznosi i do 90 % (Martinez i sur., 1990). Prednosti ove motede su
mogucnost optimizacije procesa za razliCite sirovine, ucinkovito razdvajanje celuloze,
hemiceluloze i lignina, u¢inkovita naknadna enzimska hidroliza celuloze s gotovo teoretskom
uspjesnosti. Nadalje, nastale Sec¢ere hemiceluloze moguce je gotovo u potpunosti pretvoriti u
tekuca goriva, a optimiziranjem procesa moguce je smanjiti stvaranje inhibitora fermentacije i
cijena procesa je niska (Chen, 2014).

Kemijske metode odnose se na upotrebu anorganskih kiselina, luzina ili organskih
otapala za tretiranje lignocelulozne sirovine ¢ime se postize degradacija i otapanje lignina i
hemiceluloze i dekristlizacija i otapanje celuloze. Produkti ovih tretmana mogu biti dekstrin,
celobioza, glukoza, dekstran i slicno (Chen, 2014). Tretiranjem lignocelulozne sirovine
luZinom postize se slabljenje vodikovih veza izmedu celuloze 1 hemiceluloze i saponificiranje
esterskih veza izmedu hemiceluloze i1 lignina. Na taj nacin dolazi do povecanja poroznosti

lignoceluloze. Zbog egzotermnosti ovih reakcija, povecanjem temperature se smanjuje



bubrenje sirovine ¢ime se smanjuje i reaktivnost celuloze 1 zato bi tretmane lignoceluloze
luzinama trebalo provoditi pri nizim temperaturama, oko 20 °C (Tang i Liang, 1999). Lu i sur.
(2004) su pokazali da se tretmanom otopinom NaOH smanjuje stupan;j kristalicnosti celuloze i
poboljsava buduca enzimska hidroliza sirovine. Nadalje, za predtretman luzinom mogu se
koristiti i Ca(OH)2 i amonijak $to se pokazalo kao uspje$na metoda za uklanjanje lignina (Kim
I Holtzapple, 2005; Kim i sur., 2003). Predtretmani luzinama mogu se provoditi Sarzno,
polukontinuirano ili kontinuirano (Zhang, 1990). Postoji i metoda predtretmana otapalima
tijekom koje dolazi do otapanja i raspadanja celuloze. Nakon taloZenja celuloze, enzimska
hidroliza je olaksana. U ovu svrhu se koriste otapala kao $to su H3POa, cadoxen (oksid ili
hidroksid kadmija otopljen u etilendiaminu). Upotreba ovakvih otapala moze biti korozivna za
procesnu opremu, toksi¢na i otapala su skupa. Ako bi se moglo postiéi recikliranje otapala za
ponovnu upotrebu i smanjenje toksi¢nosti, ove bi metode mogle postati odrzive (Chen, 2014).
Organska otapala poput alkohola, fenola, ketona, dimetil-sulfoksida i amina mogu se Kkoristiti
za odvajanje lignina od celuloznog materijala. Ove se metode provode jedan do dva sata na
visokim temperaturama (160 — 200 °C) uz izdvajanje oko 80 % lignina i potpuno otapanje
hemiceluloze (Chen, 2014). Potesko¢e ovih metoda su ekonomski neisplativ postupak
reciklacije nekih otapala, potreban je sustav recikliranja luzina jer se metode provode u luznatim
medijima i skupa oprema. Za tretiranje lignoceluloznih sirovina mogu se koristiti i kiseline,
koncentrirane ili razrijedene. Koncentrirane kiseline su toksi¢ne, korozivne za opremu, prije
saharifikacije i fermentacije je potrebno neutralizirati kiselinu te ukloniti nastale soli $to sve
povecava cijenu procesa. KoriStenje kiselina nizih koncentracija (0,3 — 3 %) je zato poZeljnija
metoda. Tijekom tretmana kiselinama sirovina postaje poroznija te se povecava kontaktna
povrsina celuloze za celulaze, dolazi do otapanja hemiceluloze 1 degradacije do Secera kao $to

je ksiloza (Chen, 2014).

2.1.1.2. Ostale sirovine

Uz navedene lignocelulozne sirovine, za proizvodnju u biorafinerijama mogu sluziti jo§
1 zitarice, uljarice, Zivotinjski 1 biljni otpad te alge (Clark i Deswarte, 2015a). Budu¢i da
biorafinerije mogu koristiti razlic¢ite sirovine ¢ije koli¢ine nisu neograni¢ene, njihova
ekonomska odrzivost ovisi o dostupnosti, kvaliteti i cijenama sirovina (BSI, 2013). Sto se ti¢e
triglicerida, kao sirovina za biorafinerije mogu se koristiti biljna ulja ili Zivotinjske masti.
Trenutno se 95 % ukupne koli¢ine biodizela proizvodi od jestivih biljnih ulja (Stamenkovi¢ i

sur., 2011; Leung i sur., 2010). Nekontrolirano koristenje jestivih ulja za proizvodnju biogoriva



moze dovesti do ekonomske neravnoteze i krize prehrambene industrije zbog Cega bi za
proizvodnju biogoriva trebalo koristiti nejestiva ulja, otpadna ulja i zivotinjske masti (Bankovié¢
i sur., 2012; Borugadda i Goud, 2012). Sirovina za biorafinerije mogu biti i biljni izvori bogati
Secerom (Secerna trska, Secerna repa) ili Skrobom (Zitarice). Razliciti organski otpad moze biti
sirovina takoder. U tu skupinu pripadaju javni komunalni otpad, zivotinjske gnojnice te otpadi
industrije voéa i povréa. lako neke navedene sirovine poput zivotinjskih gnojnica mogu
posluziti kao sirovina u biorafinerijama, zbog visokog sadrzaja vlage (>70 %) su prikladnije za

proizvodnju bioplina anaerobnom digestijom (Cherubini, 2010).

2.1.2. Proizvodi biorafinerija

Kao rezultat velikog broja potencijalnih sirovina i mikroorganizama koji se koriste u
biorafinerijskim procesima, postoji jako Siroki spektar proizvoda biorafinerija. Te se proizvode
ugrubo moze podijeliti na dvije velike skupine proizvoda, a to su energetski proizvodi i
materijalni proizvodi.

Energetski proizvodi su oni koji se koriste zbog svog energetskog sadrzaja kojim se
moze proizvesti elektricna energija, toplina ili mogu sluziti kao transportna goriva. To su
plinovita goriva (bioplin, sintetski plin, vodik, metan), ¢vrsta goriva (lignin, ugljen, drveni
peleti) i tekuca goriva (bioetanol, biodizel, bioulja). Biogoriva proizvedena u biorafinerijama
imaju veliku prednost nad tradicionalnim gorivima iz fosilnih izvora u vidu dostupnosti i
obnovljivosti sirovina za proizvodnju, ali i ekoloSkog otiska jer se izgaranjem biogoriva
oslobada znatno manje staklenic¢kih plinova koji pridonose globalnom zatopljenju. Bioplin se
dobiva anaerobnom digestijom ili fermentacijom organskih sirovina poput Zzivotinjskih
gnojnica, s pomoc¢u mjesSovitih kultura mikroorganizama. Obi¢no krajnji proizvod sadrzi 45 —
65 % metana, 30 — 40 % ugljikova dioksida te druge plinove samo u tragovima. Bioplin moZe
posluziti kao zamjena za prirodni plin, no zbog visokog sadrzaja CO2 u usporedbi s prirodnim
plinom (do 5 %), bioplin ima znatno manju energetsku vrijednost. Unato¢ tome bioplin
predstavlja zanimljivu alternativu prirodnome plinu zbog toga $to se za proizvodnju Koristi
obnovljivi izvor prirodne biomase, zbog smanjene emisije staklenickih plinova, zbog
mogucnosti lokalne proizvodnje te potencijalne neovisnosti o svjetskom trzistu nafte i plina i
slicno (Ruan i sur., 2019). Biovodik je ¢isti vodik koji se iz biomase moze dobiti postupcima
biofotolize, fermentacije u mraku ili na svjetlu te mikrobnom elektrolizom. Sve navedene
metode dobivanja vodika iz biomase imaju karakteristicne poteSkoce tijekom proizvodnih

procesa, a fermentacija u mraku se pokazala kao za sada najbolji izbor zbog tehnicke



jednostavnosti, relativno niske potrosnje energije, umjerenih procesnih uvjeta i stabilnosti
procesa. Bioetanol je etanol dobiven fermentacijom raznih sirovina s pomo¢u odgovaraju¢ih
mikroorganizama. Koristi se kao transportno gorivo ili kao aditiv gorivima koja se koriste u
motorima s unutarnjim izgaranjem. Fokus bi trebao biti na proizvodnji bioetanola kao biogoriva
druge generacije odnosno za njegovu proizvodnju trebalo bi Koristiti sirovine poput
lignoceluloznih sirovina i raznih otpada kako bi se uklonio faktor kompeticije za sirovinu s
prehrambenom industrijom. Naime, jo§ uvijek se za proizvodnju vecine bioetanola koriste
sirovine iz prehrambene industrije poput Secerne trske, kukuruza i pSenice (Karimi i Chisti,
2015). Drugo transportno gorivo koje se moze supstituirati bioloskom alternativom je dizel
kojega moze zamijeniti biodizel. Biodizel je bezbojna ili blago-zuta tekuc¢a smjesa koju ¢ine
metil-esteri dugolancanih masnih kiselina porijeklom iz biljnih ulja, Zivotinjskih masti,
otpadnih ulja ili lipida iz biomase algi. Dobiva se transesterifikacijom pomocu alkohola i
luznatog katalizatora. lako biodizel, u usporedbi s dizelom fosilnog porijekla, ima nizu
kalori¢nu vrijednost zbog prisutnosti kisika i manje koli¢ine ugljika u svom sastavu, on
predstavlja bolje gorivo jer se za proizvodnju koriste obnovljivi izvori sirovine, izgara potpunije
od fosilnog dizela, sigurniji je za rukovanje zbog nize tocke paljenja i njegovim se izgaranjem
emitiraju manje koli¢ine ispusnih plinova te je biorazgradiv (Ruan i sur., 2019).

U materijalne proizvode spadaju razne kemikalije bile to fine kemikalije visoke
vrijednosti ili tzv. ,,bulk* kemikalije niZe vrijednosti koje se proizvode u velikim koli¢inama ili
prekursori za proizvodnju kemikalija visoke vrijednosti. Druge potencijalne proizvode
biorafinerija predstavljaju organske kiseline (glukarinska kiselina, levulonska kiselina, 2,5-
furan dikarboksilna kiselina, akrilna kiselina), polimeri (PHA, PHB, poliuretani, poliamidi i
dr.) i smole, biomaterijali (linoleum), razni derivati glicerola iz proizvodnje biodizela (propilen
glikol, epiklorohidrin, propilen, metanol), Zivotinjska hrana, gnojiva i sli¢no. Nadalje, u
stanicama algi nakon proizvodnje biodizela, moze se nac¢i vrijednih proizvoda poput
funkcionalnih lipida, antioksidansa, pigmenata, vitamina, fungicida i sterola (IEA Bioenergy,
2012).

Cilj biorafinerija bi trebao biti postizanje tzv. ,,zero waste” proizvodnje odnosno
proizvodnje bez otpada na kraju procesa. Treba teziti inovacijama i unaprjedivanju postojecih
tehnologija kako bi se omogucila integrirana proizvodnja §to vise vrijednih proizvoda uz
maksimalno iskoriStavanje sirovina koje ulaze u proces proizvodnje s ciljem ostvarivanja

odrzive te ekonomski i drustveno prihvatljivije proizvodnje.



2.2. PLIJESAN Mucor indicus

2.2.1. Morfologija

Mucor indicus je dimorfna, nepatogena plijesan iz reda Mucorales. Plijesni iz ovoga
reda tvore bijele, vunaste kolonije s malim tockama — sporangijima (Sharifia, 2007). Vunasta
struktura kolonija ove plijesni posljedica je karakteristiénog filamentoznog rasta hifa, ali M.
indicus moze rasti i u obliku kvasca formirajuci individualne sferne stanice. Ovisno o uvjetima
uzgoja, ova plijesan moze prijeci s jednog nacina rasta na drugi za Sto je odgovorna aktivnost
citokrom oksidaze, a moguca je i istovremena prisutnost oba nacina rasta (Haidle i Storck,
1966). Uvjeti koji utjeCu na rast i morfologiju rasta su koncentracija spora plijesni u inokulumu,
pocetna koncentracija Secera u podlozi za uzgoj, te atmosferski faktori poput prisutnosti kisika
i ugljikova dioksida. Iako jo$ nije poznat to¢an mehanizam utjecaja koncentracije spora na oblik
rasta plijesni, eksperimentalno je dokazano da se koriStenjem vis$ih koncentracija spora u
inokulumu (6 x 10° spora mL™) inducira rast plijesni u obliku kvasca. Suprotno tome,
koristenjem nizih koncentracija spora u inokulumu, 3 (= 1) x 10* spora mL™, inducira se
filamentozni rast plijesni (Sharifia i sur., 2008). U anaerobnim uvjetima, morfologija plijesni
ovisi i 0 vrsti i koncentraciji prisutnih Secera. Za induciranje rasta u obliku kvasca koristi se
glukoza, zatim fruktoza i manoza te galaktoza kao najlosiji izvor energije za rast plijesni M.
indicus u obliku kvasca. Tijekom uzgoja ove plijesni u podlozi s glukozom uoceno je da
filamentozni rast, odnosno formiranje hifa, ovisi o pocetnoj koncentraciji glukoze u podlozi.
Naime, za postizanje rasta u obliku kvasca potrebno je uzgoj provoditi u podlogama s
minimalno 80 g L glukoze kada dolazi do represije morfogeneze hifa plijesni (Karimi i
Zamani, 2013). Utjecaj atmosferskih faktora, to¢nije prisutnost O2 i CO2, na morfologiju
plijesni, karakteristika je soja. Obi¢no dolazi do rasta u obliku kvasca kada se uzgoj provodi
pod atmosferom od barem 30 % CO2 sa 70 % N2. Prisutnost Oz ponistava utjecaj CO2, tako da
ve¢ pri uzgoju pod atmosferom s 50 % CO. i 50 % zraka, plijesan raste iskljucivo u
filamentoznom obliku (Karimi i Zamani, 2013). Utvrdeno je da se tijekom rasta u filamentozni
obliku u stanicama nalazi 50 puta veca koncentracija citokrom oksidaze u odnosu na slucaj kada
plijesan raste u obliku kvasca (Haidle i Storck, 1966). Zato se rast u obliku kvasca moze posti¢i
i dodatkom odredenih kemikalija u podlogu koje inhibiraju sintezu ili aktivnost citokrom
oksidaze. Nadalje, tijekom filamentoznog rasta moguce je, dodatkom 2-fenil etanola ili
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA), potaknuti proces pupanja plijesni i rast u obliku

kvasca. Na oblik rasta plijesni M. indicus utjece i pH vrijednost podloge. Ako plijesan raste u



podlozi koja sadrzi aminokiseline, smanjenje pH vrijednosti podloge rezultira filamentoznim

rastom plijesni (Karimi i Zamani, 2013).

2.2.2. Stani¢na stijenka

Stani¢nu stijenku M. indicus najve¢im dijelom c¢ine hitin i hitozan. Ostale komponente
su anionski polimeri (polifostati, glukuronan), proteini, lipidi i neki minerali (Mg?*, Ca?"). Hitin
I hitozan su polimeri glukozamina i N-acetilglukozamina te ¢ine 65,5 % stanicne stijenke M.
indicus (Karimi i Zamani, 2013; Zamani i sur., 2008). No postoje razlike u koli¢inama
glukozamina i N-acetilglukozamina prisutnih u stani¢noj stijenci obzirom na morfologiju
plijesni. Pokazano je da stjenke filamentoznih micelija imaju najvisi udio glukozamina i N-
acetilglukozamina (Mohmmadi i sur., 2012). Hitozan predstavlja vrijedan proizvod biomase
ove plijesni zbog brojnih potencijalnih primjena koje ukljucuju njegovo antibakterijsko
djelovanje, u medicini se moze koristiti za izradu umjetne koze ili oftalmoloskih le¢a, ima
pogodna svojstva za izradu mikrokapsula, membrana i gelova u farmaceutskoj industriji pa se
moze primjenjivati kada je potrebno kontrolirano doziranje aktivne supstance (Majeti i Kumar,
2000).

2.2.3. Proizvodnja etanola s pomoc¢u plijesni Mucor indicus

Plijesan Mucor indicus moze fermentirati razli¢ite Se¢ere do etanola, ukljucujuéi
glukozu, manozu, fruktozu i galaktozu, s prinosima koji su usporedivi s prinosima najvise
koristenoga mikroorganizma za proizvodnju etanola, Saccharomyces cerevisiae. Uz moguénost
fermentiranja navedenih Se¢era, M. indicus moze rasti na ksilozi te kao glavni produkt
metabolizma proizvodi etanol. Ksiloza je Secer prisutan u lignoceluloznim sirovinama, kao
sastavni dio hemiceluloze, $to plijesni M. indicus daje prednost pred kvascem S. cerevisiae za
proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina. Morfologija plijesni neznatno utjece na
proizvodnju etanola kako se vidi u tablici 1. U proizvodnji etanola s pomocu plijesni u
reaktorima industrijskog mjerila dolazi do operativnih poteskoc¢a zbog filamentoznog rasta
plijesni, koji moze otezati mijeSanje, pracenje procesa zbog ometanja mjernih uredaja i, ukoliko
se radi s peletima, prijenos mase do i od sredista peleta. M. indicus je Crabtree pozitivan
mikroorganizam, Sto znaci da uz anaerobnu proizvodnju etanola, etanol moze proizvesti i u
aerobnim uvjetima kada su u podlozi prisutne visoke koncentracije Secera (Karimi i Zamani,

2013).



Tablica 1. Proizvodnja etanola razli¢itim morfologijama Mucor indicus (Lennartsson i sur.,
2009)

Uvjeti uzgoja _— . .. KoefICIje_z_n !
- Uvjeti fermentacije Morfologija konverzije glukoze
u etanol (g g%
aerobno aerobno Filamentozna 0,40
aerobno anaerobno Filamentozna 0,42
aerobno aerobno Uglavnom filamentozna 0,40
aerobno anaerobno Uglavnom filamentozna 0,41
aerobno aerobno Uglavnom kao kvasac 041
aerobno anaerobno Uglavnom kao kvasac 0,42
anaerobno aerobno Kao kvasac 0,39
anaerobno anaerobno Kao kvasac 0,40

M. indicus nema enzime potrebne za razgradnju komponenata lignoceluloznih sirovina
do monomera koje moze fermentirati do etanola. Zato je prije same fermentacije potrebno
provesti predobradu sirovine. Jedan nacin je kemijska obrada sirovina koja se moze provesti
kiselinama ili luzinama. Tijekom tretiranja lignocelulozne sirovine kemijskim reagensima,
osim oslobadanja Secera za proizvodnju, nastaju i razni inhibitori rasta mikoorganizama, npr.
octena kiselina, furani, fenolni spojevi. Ali ova plijesan uspje$no proizvodi etanol, unato¢
prisutnosti inhibitora (Karimi i sur., 2005). Drugi nacin predobrade je tretiranje sirovine ili
predobradene sirovine hidrolitickim enzimima. Na ovaj na¢in uz oslobadanje Secera ne dolazi
do formiranja spojeva toksi¢nih za rast mikroorganizama. U ovu se svrhu koriste hidroliticki
enzimi ¢ija optimalna temperatura za aktivnost iznosi 40 — 50 °C. Optimalna temperatura za
rast plijesni M. indicus je 28 °C, a pokazalo se da plijesan moze rasti i proizvoditi etanol i pri
38 °C S§to je blizu optimalne temperature za aktivnost hidrolitickih enzima, pa je moguce
provodenje procesa simultane saharifikacije i fermentacije sirovine do etanola ¢ime se smanjuju

troskovi proizvodnog procesa (Millati i sur., 2005).

2.2.4. Proizvodnja masnih kiselina s pomo¢u plijesni Mucor indicus

Osim proizvodnje etanola, tijekom uzgoja M. indicus dolazi i do nakupljanja znatnih
koli¢ina lipida u stanicama ove plijesni. Glavninu tih lipida ¢ine polinezasi¢ene masne kiseline
koje imaju potencijalnu primjenu u prehrambenoj industriji te u proizvodnji biodizela (Satari i

sur., 2015). Jedna od najvaznijih polinezasi¢enih masnih kiselina je y-linolna kiselina. U vise
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istrazivanja je pokazano da M. indicus moze proizvesti, medu ostalima, upravo p-linolnu
kiselinu (Jangbua i sur., 2009; Jeennor i sur., 2008; Jeennor i sur., 2006). Kod plijesni koje
imaju sposobnost nakupljanja lipida u stanicama, taj proces se inicira iscrpljivanjem izvora
dusika iz podloge uz istovremeni suvisak izvora ugljika. Zbog nedostatka dusika, sprijeena je
proliferacija stanica, a postojece stanice pretvaraju dostupni supstrat u lipide (Somashekar i

sur., 2003).

2.2.5. Obrada otpadnih voda s pomoc¢u plijesni Mucor indicus

Uloga M. indicus u obradi otpadnih voda je uklanjanje teskih metala koji predstavljaju
problem zbog svoje toksi¢nosti i nakupljanja u hranidbenom lancu. Teske metale moguce je
ukloniti kemijskim, fizikalnim ili bioloSkim metodama. Bioloske metode nisu skupe, a
efikasnije su od ostalih. Temelje se na primjeni mikroorganizama koji mogu tvoriti komplekse
metalne ione pomocu liganda ili funkcionalnih skupina na njihovoj vanjskoj povrsini (Yan i
Viraraghavan, 2003). U tu se svrhu mogu koistiti zive ili mrtve stanice, ali i dijelovi stanica.
Poteskoc¢u vodenja procesa sa zivim stanicama predstavlja odrzavanje stanica na Zivotu jer je
potrebno konstantno dovoditi hranjive tvari u proces. Takav se problem moze izbjeci
primjenom ,,mrtve* biomase koja tada djeluje kao ionski izmjenjiva¢ na koji se adsorbiraju i
koncentriraju ioni teSkih metala. Jo$ jedna prednost mrtve biomase je to Sto se nakon adsorpcije,

ione metala moze eluirati s biomase koja se na taj nain regenerira i moZze opet koristiti.

2.3. LJUBICASTE NESUMPORNE BAKTERIJE

Ljubicaste bakterije se mogu podijeliti na sumporne i nesumporne obzirom na nacin
skladiStenja elementarnog sumpora kojega sumporne ljubicaste bakterije skladiSte unutar
stanice, a nesumporne ga skladiste izvan stanice (Hansen i van Gemerden, 1972). Za ljubicaste
nesumporne bakterije je karakteristi¢an fotoautotrofni rast u prisutnosti CO> kao izvora ugljika
1 reduciranih anorganskih spojeva koji sluze kao donori elektrona uz odgovarajuci izvor
svjetlosti (Madigan i Jung, 2009). Tijekom fototrofnog rasta, dobivanje energije se odvija
putem fotosintetske fosforilacije (Lu i sur., 2011). Za ovaj proces, stanici je potreban sustav
kojim bi se pobudivanjem elektrona na visi energetski nivo, stvorio transmembranski gradijent
protona kako bi potom moglo do¢i do sinteze ATP-a. U biljkama, algama i cijanobakterijama

postoje fotosustav | i fotosustav II. Ljubicaste bakterije nemaju niti jedan od ta dva sustava, ali
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imaju sustav sli¢an fotosustavu II, kod kojega voda ne mozZe sluziti kao donor elektrona nego
su potrebni donori elektrona s nizim redoks potencijalom. U slucaju ljubicastih nesumpornih
bakterija to su reducirani sumporni spojevi ili zeljezovi (II) kationi (Madigan i Jung, 2009).
Buduc¢i da ne mogu koristiti vodu kao elektron donora u procesu fotosintetske fosforilacije, ove
bakterije ne proizvode kisik i zato su anoksigeni¢ni fotosintetski mikroorganizmi. Optimalna
temperatura rasta im je 25 — 35 °C, a optimalna pH vrijednost u rasponu 6,5 — 7 jedinica. Uz
ve¢ spomenuti fotoautotrofni nacin rasta, nesumporne ljubiCaste bakterije mogu rasti i
fotoheterotrofno na lako razgradivim organskim spojevima kao izvornima ugljika i elektrona
(Novak i sur., 2017; Madigan i Jung, 2009). U tom slucaju kao izvor ugljika mogu Koristiti
aminokiseline, alkohole, organske kiseline, ugljikohidrate, acetat, piruvat, malat, sukcinat
(Tabita, 1995), a najprikladniji izvori duSika su amonijak, elementarni dusik, kvascev ekstrakt
te aspartat i glutamat (Imhoff, 2006).

Rhodovulum adriaticum je gram-negativna, fotosintetska bakterija iz skupine ljubicastih
nesumpornih bakterija. Bakterija Rhodovulum adriaticum DSM 2781, jedan od
mikroorganizama koristenih u ovom radu, izolirana je iz uzoraka blata i vode iz jezera ,,Malo
Jezero“ na otoku Mljetu (Neutzling i sur., 1984), a za rast i proizvodnju metabolita moze
koristiti glukozu, ksilozu 1 arabinozu kao izvor ugljika Sto je znacajno jer su ovi Seceri prisutni
u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina koji se koriste u biorafinerijama (Hiraishi i Ueda, 1995;
Hiraishi i Ueda, 1994).

2.3.1. Biotehnoloska primjena ljubic¢astih nesumpornih bakterija

Biotehnoloska primjena ljubicastih nesumpornih bakterija temelji se na njihovoj
sposobnosti rasta na razliCitim izvorima ugljika 1 energije pri razli¢itim uvjetima, s
istovremenom proizvodnjom komercijalno vrijednih spojeva kao $to su biovodik, biopolimeri,
pigmenti, vitamini i ostali bioloski aktivni spojevi. Vodik koji proizvode ove bakterije nastaje
u procesu fotosintetske fosforilacije, Sto znaci da ljubiCaste bakterije nisu jedini
mikroorganizmi koji mogu proizvoditi biovodik na ovaj nacin. Prednost nesumpornih
ljubicastih bakterija lezi u njihovom anoksigeni¢nom svojstvu. Naime, enzimi koji sudjeluju u
proizvodnji vodika su inhibirani u prisutnosti kisika, te kako ljubiaste nesumporne bakterije
ne proizvode Kisik, one imaju izrazeno veéi potencijal za proizvodnju biovodika (Higuchi —
Takeuchi i Numata, 2019).

Pigmenti koje proizvode ove bakterije su bakterioklorofili i karotenoidi. Mogu se

koristiti u prehrambenoj industriji kao prirodna bojila ili u farmaceutskoj industriji (Numan i
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sur., 2018). Osim samih pigmenata, postoje i odredeni meduprodukti njihovih biosintetski
puteva koji su takoder vrijedni proizvodi. To su 5—aminolevulinska kiselina, vitamin B12,
koenzim Qo 1 profirin (Sasaki i sur., 1998).

Ljubicaste nesumporne bakterije su sposobne nakupljati polihidroksialkanoate u
uvjetima ogranicene sinteze proteina u svrhu skladiStenja viSka ugljika i energije (Imhoff,
2006). Lorrungruang i sur. (2006) su u istrazivanju fotosintetskih bakterija za proizvodnju
polihidroksialkanoata koristili sedam razli¢itih ljubicastih nesumpornih bakterija te su pokazali
da neke vrste mogu proizvesti polihidroksialkanoate s produktivnoséu ve¢om i do tri puta U
usporedbi s drugim fotosintetskim bakterijama. Polihidroksialkanoati predstavljaju
potencijalnu alternativu polimerima iz fosilnih izvora zbog svoje biorazgradivosti.

Obrada otpadnih voda je jo$§ jedno podruc¢je u kojemu se mogu koristiti ljubicaste
nesumporne bakterije. Obradom voda ovim bakterijama osim smanjenja KPK i BPK
vrijednosti, dolazi i do proizvodnje razli¢itih spojeva poput jednostani¢nih proteina,
biopolimera, antimikrobnih i terapeutskih tvari (Madukasi i sur., 2010). Ljubicaste nesumporne
bakterije mogu se Kkoristiti za obradu farmaceutske otpadne vode (Madukasi i sur., 2010), za
obradu vode iz stocarske industrije (Sepulveda-Munoz i sur., 2020), za obradu voda s visokim

salinitetom (Hiilsen i sur., 2019) i sli¢no.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIALI

3.1.1. Sirovina

Za pripremu hranjivih podloga za uzgoj M. indicus u ovom radu je koriSten hidrolizat
otpadne trave dobiven kiselinskom predobradom u visokotlatnom bioreaktoru s 0,5 %-tnom

otopinom H2SO4 kroz 10 minuta. Sastav hidrolizata otpadne trave prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Sastav hidrolizata otpadne trave

glukoza ksiloza glicerol octena kiselina etanol

v[gLY 1,62 + 0,64 6,76 + 0,57 0,43+0,26 1,91 +2,05 0,77 £0,75

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koriStene tijekom izrade ovog rada navedene su u tablici 3.

Tablica 3. Kemikalije, stupanj Cistoce i podrijetlo kemikalija koristenih u ovom radu.

Kemikalija Cistoéa Proizvodac
Glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
Sladni agar p.a. Difco, SAD
Kvaséev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Roth, Australija
Diamonijev fosfat p.a. Kemika, Hrvatska
Diamonijev sulfat p.a. Kemika, Hrvatska
Cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
Tween 80 p.a. Merck, Njemacka
Etanol p.a. Gram-mol, Hrvatska
Natrijev hidroksid p.a. Merck, Njemacka
Klorovodicna kiselina p.a. Merck, Njemacka
Mesni ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Pepton p.a. Merck, Njemacka
Heksan p.a. Kemika, Hrvatska
Kloroform p.a. Macron Fine Chemicals, SAD
Metanol p.a. J.T. Baker, SAD
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3.1.3. Radni mikroorganizmi

Mikroorganizmi kori$teni u ovom radu su:

1) Mucor indicus DSM 2158
2) Rhodovulum adriaticum DSM 2781

Oba mikroorganizma su dio zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo,

industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta.

3.1.4. Hranjive podloge za odrzavanje i uzgoj mikroorganizama

Cista kultura plijesni Mucor indicus DSM 2158 odrzavana je na &vrstim podlogama
sliede¢eg sastava: 25 g L™ glukoze, 5 g L™ mesnog ekstrakta, 2 g L™ diamonijevog sulfata
(DAS), 2 g Lt diamonijevog fosfata (DAP) i 20 g L™ agara. Za uzgoj inokuluma koristena je
podloga opisana u poglavlju 3.3.2.

Cista kultura bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 odrzavana je u tekucoj
podlozi sljedeéeg sastava: 2,7 g L™ malata, 2 g L™ natrijevog glutamatata, 1,5 g L™ kvaséevog
ekstrakta, 0,8 g L™ diamonijevog sulfat heptahidrata, 0,5 g L™ kalijevog dihidrogenfofata, 0,5
g L dikalijevog fosfata, 0,2 g L™ magnezij sulfat heptahidrata, 0,053 g L kalcij klorid
dihidrata, 0,0012 g L™* mangan sulfat heptahidrata te po 1 x 10 g L™ nikotinske kiseline i
tiamin klorida te 1 x 10 biotina. pH vrijednost podloge podesena je na 7 pH jedinica dodatkom
natrijevog hidroksida. Za uzgoj inokuluma ove bakterije za fermentacije u vec¢em mjerilu

koristena je podloga istog sastava.
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Tablica 4. Sastav definiranih podloga s glukozom za uzgoj plijesni M. indicus DSM 2158

v [gL™]
podloga Vi [ml]
glukoza | DAP | DAS | pepton | CSL | kv. ekstrakt

podlogacic-pap1 20
podlogacic-nars 20
podlogacic-par10 20 10
podlogacic-pas1 20
podlogacLc-pass 20
podlogacic-pasio 20 10
podlogacic-pepton1 20
podlogacic-peptons 230 20
podlogacic-pepton10 20 10
podlogacic-cst1 20
podlogacic-csLs 20
podlogacic-cst1o 20 10
podlogacic-kvel 20
podlogacic-kves 20
podlogacickve1o 20 10

U tablici 4 je prikazan sastav hranjivih podloga koje su se koristile za uzgoje plijesni

Mucor indicus DSM 2158 s ciljem ispitivanja optimalnog izvora dusika obzirom na proizvodnju

biomase i etanola ¢iji su rezultati opisani u poglavlju 4.1.
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Tablica 5. Sastav podloga koje su koriStene za odredivanje utjecaja izvora dusika na prinos

biomase i produkata fermentacije s pomoc¢u M. indicus DSM 2158 na hidrolizatu otpadne trave

ylg L]
Hidrolizat otpadne Izvor N
podloga Vi [ml] trave
glukoza ksiloza | CSL | kv. ekstrakt
hidrolizat 2,11 6,98
hidrolizatcs, 1 2,24 7,18
hidrolizatcs 5 2,15 7,05 5
hidrolizatcsi 10 230 1,78 7,21 10
hidrolizatye1 2,16 7,08
hidrolizatkyes 2,2 7,00 - 5
hidrolizatkve1o 2,25 6,85 - 10
d-hidrolizat 0,7 55
d-hidrolizatcsi1 0,82 5,96 1
d-hidrolizatcsiL1o 230 0,55 7,32 10
d-hidrolizatkve 1,56 7,09
d-hidrolizatkves 1,12 6,05 - 5
d-hidrolizatkve1o 1,46 6,63 - 10

*d, hidrolizat tretiran aktivnim ugljenom kako bi se uklonili inhibitorni spojevi

Nakon odabira izvora dusika provedeni su uzgoji plijesni M. indicus na hidrolizatu
otpadne trave dobiven kiselinskom predobradom u visokotlatnom bioreaktoru (poglavlje
3.1.4.) s dodatkom 1, 5 ili 10 g L™ CSL-a ili kvas¢evog ekstrakta (tablica 5). Zatim su uzgoji
provedeni na hidrolizatu koji je prethodno tretiran aktivnim ugljen kako je opisano u poglavlju
3.3.5.uz 1, 5ili 10 g L CSL-a ili kvas¢evog ekstrakta (tablica 5). Hranjiva podloga za uzgoj
u bioreaktoru s mijesalom je pripremljenas 5 g Lt CSL-au 1,5 L hidrolizata tretiranog aktivnim
ugljenom. pH vrijednost svih podloga je podesena na 5,5 jedinica s natrijevom luzinom (C = 2

mol L™).
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3.2. UREDAJI I OPREMA

3.2.1. Uredaj za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (Agilent Technologies
1290 Infinity 11, Santa Clara, SAD) sastoji od: crpke (G7104A 1290 Flexible Pump), injektora
(G7129B 1290 Vialsampler) i pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic Acid H+,
Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovarajué¢im pretkolonama, detektora indeksa loma

(G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS).

3.2.2. Uredaj za plinsku kromatografiju (GC)

Koncentracije i sastav estera masnih kiselina u biomasi plijesni M. indicus DSM 2185
odredene su pomoc¢u Shimadzu GC-2010Plus AF sustava (Shimadzu, Kyoto, Japan). Ovaj
uredaj se sastojao od automatskog uzorkivaca i injektora (AOC-20i), peéi s kapilarnom
kolonom i plameno-ionizacijkog detektora (FID) i racunala s GC Solutions programom za

prikupljanje i obradu podataka.

3.2.3. Spektrofotometar

Za odredivanje opticke gusto¢e uzoraka tijekom uzgoja i snimanje apsorpcijskog
spektra u rasponu valnih duljima od 200 do 900 nm koristen je spektrofotometar Cary 100, UV-
VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Opticka gustoca uzoraka odredena je u
staklenim kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka). Za odredivanje
apsorpcijskog spektra ekstrahiranih pigmenata tijekom uzgoja koriStena je kvarcna kiveta

promjera 10 mm istog proizvodaca.

3.2.4. Centrifuge

Zaizdvajanje biomase plijesni koriStena je centrifuga Beckmann J-21B, a za izdvajanje
bakterijske biomase iz suspenzije koristena je centrifuga Thermo Scientific SL 8R (Thermo

Fischer Scientific, SAD; 6500 min*/4°C/ 10 min).
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3.2.5. Bioreaktor s mijeSalom

Za uzgoj plijesni Mucor indicus kori$ten je bioreaktor s mijeSalom korisnog volumena
1,5 L. Hranjiva podloga i1 bioreaktor sterilizirani su zajedno indirektno pomoc¢u vodene pare.
Bioreaktor je staklena posuda dimenzija 15 x 30 cm gdje se mijesanje podloge provodi sa
zrakom preko prstenaste sapnice promjera 5 cm koja je udaljena 2 cm od dna bioreaktora.
Protok kroz prstenastu sapnicu kontrolira se preko aerometra i iznosio je 4 L min™*. Bioreaktor
je povezan s komandnom plocom (Biostat MD, B. Braun Biotech International, Njemacka) za
automatsku regulaciju temperature te pH vrijednosti. Otvori preko kojih se provela inokulacija
te iz kojih su se periodi¢no uzimali uzorci za analizu nalaze se na gornjoj podnici bioreaktora

zajedno s filterom za aeraciju podloge.

3.2.6. Ostali uredaji

Uz potroSnu laboratorijsku opremu, za izradu ovog rada koriStena je jo§ 1 oprema

navedena u tablici 6.

Tablica 6. Popis uredaja koristenih pri izradi rada

Uredaj Proizvodac

Tresilica RM 71 B. Braun Biotech. International,
Satorius Group, Njemacka

SuSionik Instrumenaria ST-50, Hrvatska

Tehnicka vaga Tehnica ET - 1111, Slovenija

Analiti¢ka vaga Shimadzu, AX-200 W/O AC ECTA, Japan

Oprema za filtraciju otopina Najlonski filteri (0,20 um, 47 mm; Magna,
GE Water & Process Technologies,
Michigan, SAD

Magnetska mijesalica Tehnica ET - 1111, Slovenija

Autoklav Sutjeska, Beograd, Jugoslavija

Hladnjak i zamrzivac Bosch, Njemacka

pH metar 744 Metrohm, Svicarska
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3.3. METODE

3.3.1. Uzgoj ¢iste kulture plijesni Mucor indicus DSM 2158

Kultura plijesni Mucor indicus uzgojena je na ¢vrstoj podlozi s agarom. Podloge su
pripremljene u Erlenmeyer tikvici volumena 500 mL otapanjem sljedecih spojeva u destiliranoj
vodi (g L™Y): glukoza, 25; agar, 20; diamonijev fosfat, 2; mesni ekstrakt, 5; diamonijev sulfat,
2. Nakon formiranja spora (3 — 4 dana) kultura je ¢uvana na 4 °C. Suspenzija spora plijesni
dobivena je dodavanjem prethodno pripremljene otopine Tween-a (0,5 -1 mL Tween-a i 0,9
% NaCl u Erlenmayer tikvici od 250 mL). Nakon dodatka otopine Tween-a 80, spore su

ostrugane stapi¢cem po Drigalskom te su precijepljene na novu podlogu.

3.3.2. Uzgoj inokuluma plijesni Mucor indicus DSM 2158

S ¢vrste podloge na kojoj je uzgojena kultura plijesni spore su ostrugane stapi¢em po
Drigalskom nakon dodatka otopine Tween 80. Pipetmanom je dio podloge zajedno sa sporama
u asepti¢nim uvjetima preneSen U tikvicu s pripremljenom podlogom za uzgoj inokuluma.
Podloga za uzgoj inokuluma bila je sljedeceg sastava (g L™?): glukoza, 40; mesni ekstrakt, 5;
diamonijev sulfat, 2; diamonijev fosfat, 2. Inokulum je uzgajan na tresilici pri 140 okretaja po
minuti, pri temperaturi od 30 °C kroz 2 do 3 dana.

3.3.3. Preliminarni uzgoji Mucor indicus na definiranoj podlozi s glukozom i razli¢itim

izvorima dusika

Ovi su uzgoji provedeni tako da je 230 mL sterilne definirane podloge s glukozom,
pripremljeno na nacin opisan u poglavlju 3.1.4. nacijepljeno s 20 mL inokuluma plijesni M.
indicus. Uzgoji su provedeni u Erlenmeyer tikvicama volumena 500 mL. Kao izvor dusika su
koriSteni diamonijev sulfat, diamonijev fosfat, pepton, CSL i kvascev ekstrakt. Za svaki izvor
dusika su provedeni uzgoji s tri koncentracije izvora dusika, 1, 5i 10 g L' (tablica 4). Ovi su
uzgoji provedeni na tresilici uz 140 o min™, na temperaturi 30 °C. Uzgoji su trajali 48 h te je

periodi¢no izuziman uzorak iz svake tikvice za analizu UPLC-om.
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3.3.4. Uzgoji Mucor indicus DSM 2158 na hidrolizatu otpadne trave dobivenom kiselinskom

predobradom u visokotlaénom bioreaktoru

Uzgoji plijesni Mucor indicus DSM 2158 su provedeni u Erlenmeyer tikvicama
volumena 500 mL, dok su volumeni podloga bili 230 mL. Za hranjive podloge je u ovom
poglavlju koristen hidrolizat otpadne trave Ciji je sastav naveden u tablici 1. pH vrijednost
podloga je podesena na 5,5 jedinica te su podloge nacijepljene sa po 20 mL inokuluma plijesni
pripremljenog na nacin opisan u poglavlju 3.3.2. Uzgoji su provedeni na tresilici pri brzini
okretaja 140 o min™ na 30 °C. Ukupno vrijeme trajanja ovih uzgoja je 48 h, a uzorci za analizu

UPLC-om su uzeti na samom pocetku uzgoja te nakon 2, 4, 6, 8, 24 1 48 h uzgoja.

3.3.5. Uzgoji Mucor indicus DSM 2158 na hidrolizatu otpadne trave prethodno tretiranom

aktivnim ugljenom

Hidrolizat otpadne trave je ovaj put prije sterilizacije tretiran aktivnim ugljenom s ciljem
detoksifikacije odnosno uklanjanja inhibitornih spojeva. Hidrolizatu iz poglavlja 3.1.1. je
dodano 20 g L* aktivnog ugljena te je zatim ostavljen na tresilici pri 200 0 min, na 30 °C kroz
1 h. Hidrolizat s aktivnim ugljenom je potom filtriran pomoc¢u Biichnerovog lijevka te zatim

steriliziran, ohladen i koristen za uzgoj M. indicus na nacin opisan u poglavlju 3.3.4.

3.3.6. Uzgoj Mucor indicus DSM 2158 u bioreaktoru s mijeSalom

Za uzgoj plijesni Mucor indicus u ve¢em mjerilu koristen je bioreaktor s mijeSalom iz
poglavlja 3.2.5. Kao hranjiva podloga je koristen hidrolizat otpadne trave tretiran aktivnim
ugljenom, s ciljem uklanjanja inhibitornih spojeva, uz dodatak 5 g L™* CSL-a kao pomoénim
izvorom dusika. Ukupni volumen hranjive podloge bio je 1,5 L, a volumen inokuluma iznosio
je 10 % (vol/vol). Uzgoj se provodio 48 h pri 30 °C, u aecrobnim uvjetima uz protok zraka od 2
L h' i broj okretaja mijesala 50 0 min™. Uzorci podloge za analizu UPLC-om su uzimani na
pocetku uzgoja, te nakon 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 26, 28, 30 1 48 h uzgoja.
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3.3.7. Uzgoj inokuluma Rhodovulum adriaticum

Sastav hranjive podloge za inokulum je prethodno opisan u poglavlju 3.1.4. Izvagane
mase sastojaka otopljene su u demineraliziranoj vodi, a pH je podeSen na izmedu 6,8 i 7,0
dodatkom natrijeva hidroksida. Podloga je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C tijekom 20
minuta, a termosenzibilni sastojci dodani su nakon sterilizacije i hladenja preko filtera promjera
pora 0,2 um. Uzgoj inokuluma je proveden u mikroaerofilnim uvjetima tijekom 2 do 3 dana pri

temperaturi od 30 °C, 2000 luxa ispod obi¢ne Zarulje, u tikvicama s brusenim ¢epom.

3.3.8. Uzgoj Rhodovulum adriaticum na otpadnim podlogama nakon uzgoja M. indicus

Kao hranjiva podloga za uzgoj bakterije R. adriaticum su koristene otpadne podloge
dobivene centrifugiranjem hranjivih podloga nakon uzgoja M. indicus DSM 2158. Nakon
centrifugiranja, supernatant je odvojen od taloga dekantiranjem te je steriliziran u autoklavu.
Nakon hladenja, podlogama je u asepti¢énim uvjetima dodano 10 mL prethodno pripremljene
otopine soli i vitamina te 15 mL inokuluma bakterije Rhodovulum adriaticum pripremljenog na
nacin opisan u poglavlju 3.3.7. Uzgoji su provedeni na svjetlu jakosti 2000 luxa, na 30 °C u
mikroaerofilnim uvjetima u Erlenmeyer tikvicama volumena 500 mL. Uzgoji su trajali 168 h,
a svakih 24 h uziman je uzorak za analize.

Uzgoj u ve¢em mjerilu je proveden u bioreaktoru s mijesalom iz poglavlja 3.2.5. Nakon
uzgoja plijesni M. indicus i odvajanja biomase plijesni centrifugiranjem, preostala je otpadna
podloga volumena 1 L. Hranjivoj podlozi je dodano 15 mL otopine vitamina, 15 mL otopine
elemenata u tragovima, 270 mL destilirane vode te je podloga nacijepljena inokulumom
bakterije Rhodovulum adriaticum (3.3.7.). Uzgoj je trajao 168 h, a proveden je pri 30 °C, s
mijesanjem brzine 40 o min, bez aeracije te sa svjetlo§¢u tri obi¢ne zarulje. Uzorci za

anliziranje su uzimani u razmacima od 24 h.

3.3.9. Analiza uzoraka tekuc¢inskom kromatografijom ultra djelotvornosti (UPLC)

UPLC metodom analizirani su uzorci izuzimani tijekom procesa uzgoja plijesni Mucor
indicus DSM 2158 i bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u Erlenmayer tikvicama i u
bioreaktoru s mijesalom. Prije same analize, uzorci su centrifugirani kako bi se izdvojio

supernatant. Nakon toga, supernatant je u omjeru 1:1 (v/v) pomijesan s 10 % - tnom otopinom
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ZnS04 x 7 H20 kako bi se istalozili proteini. Talozenje se provodilo 10 minuta, a zatim su se
istaloZeni proteini uklonili ponovnim centrifugiranjem (4000 o min*t, 10 min). Naposljetku,
supernatant je filtriran u vijalice kroz najlonski filter za Sprice promjera pora 0,2 um (Magna,
GE Water & Process Technologies; Michigan, SAD). Ovako pripremljeni uzorci analizirani su
tekuc¢inskom kromatografijom (UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity I, Santa Clara,
SAD; poglavlje 3.2.1.). Za analize je koristena analiticka kolona Rezex ROA-Organic Acid H+
(15 cm x 7,2 mm, Phenomenex, SAD), a kao mobilna faza tijekom analize koriStena je otopina
sumporne kiseline u vodi (0,0025 M), temperatura pec¢nice iznosila je 60 °C, temperatura RID
detektora 40 °C, a injektirano je po 10 uL uzorka uz brzinu protoka mobilne faze od 0,6 mL

mint,

3.3.10. Gravimetrijsko odredivanje suhe tvari biomase plijesni na kraju uzgoja

Nakon provedenih uzgoja, centrifugiranjem je odvojena biomasa plijesni od prevrele
hranjive podloge. Dekantiranjem je odvojena hranjiva podloga (supernatant) od biomase
(talog). Supernatant je Cuvan u tikvicama za kasniji uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum, a
biomasa je osuSena u susioniku na 50 °C do konac¢ne mase te je koncentracija biomase plijesni
na kraju uzgoja izracunata sljede¢om formulom:

_ Mmy—my
X ="
gdje je X koncentracija biomase plijesni na kraju uzgoja, m; je masa biomse prije susenja, m

je masa biomase nakon susenja, a V je volumen hranjive podloge.

3.3.11. Odredivanje koncentracije i sastava masnih kiselina plinskom kromatografijom s

plameno-ionizacijskom detekcijom

Nakon odvajanja biomase plijesni od hranjivih podloga centrifugiranjem, biomase
plijesni su osuSene u suSioniku do konstantne mase. Zatim su sastav i koncentracija masnih
kiselina u biomasi plijesni Mucor indicus DSM 2185 odredeni metodom plinske kromatografije
s plameno-ionizacijskom detekcijom (GC-FID). Prije analize uzoraka GC-FID metodom
provedena je transesterifikacija masnih kiselina u metilne estere i zatim ekstrakcija u
odgovarajuce otapalo, u ovom slucaju je to bio heksan.

Transesterifikacija masnih kiselina u metilne estere provodila se prema NREL protokolu

(Van Wychen i Laurens, 2013). Izvagano je 10 mg biomase plijesni M. indicus DSM 2185 koja
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se potom premjesSta u staklene kivete volumena 10 mL osuSene u eksikatoru preko no¢i. U
kivetu je zatim dodano 20 L metil tridekanoata (C13:0ME = 10 mg mL™%; interni standard 1),
200 uL otopine kloroform:metanol (2:1, v/v) i 300 L 0,6 M otopine HCl:metanola. Sadrzaj
kivete izmijeSan je na vibro-mjesacu, a nakon toga stavljen u vodenu kupelj na 85 °C kroz 1 sat
kako bi se provela transesterifikacija masnih kiselina prisutnih u uzorku biomase. Nakon
termostatiranja u vodenoj kupelji kivete su ohladene na sobnu temperaturu nakon ¢ega je u
ohladeni uzorak dodan 1 mL heksana. Zatim je sadrzaj Kivete izmijesan na vibro-mjesacu kako
bi se provela ekstrakcija nastalih estera u heksansku fazu i ostavljen 1 sat na sobnoj temperaturi
da se razdvoje faze. Gornji heksanski sloj nakon izdvajanja se prema potrebi moze razrijediti
dodatkom heksana, u ovom slu¢aju heksanski je sloj razrijeden tri puta dodavanjem 200 uL
heksanske faze u 400 uL heksana. Volumen od 200 uL razrjedenja heksanske faze otpipetiran
je u vialu za plinsku kromatografiju u koju je dodano 5 xL pentadekana (y = 1 mg mL™; interni
standard 2) i viala je zatvorena s PTFE/silikonskim ¢epom. Ovako pripremljeni uzorak koristen
je za analizu estera masnih kiselina na plinskom kromatografu s plameno-ionizacijskim
detektorom.

GC-FID analiza provedena je na plinskom kromatografu GC-2010 Plus (Shimadzu,
Kyoto, Japan; Poglavlje 3.2.2.). Uvjeti/parametri metode pri kojima je provedena analiza
sastava estera masnih kiselina prikazana je u tablici 7. Identifikacija i kvantifikacija estera
masnih kiselina provedena je usporedbom s retencijskim vremenima i bazdarnim dijagramima
odredenim za metilne estere standardne smjese 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 - C24,
Supelco) prema uvjetima navedenim u tablici 7. Sastav metilnih estera masnih kiselina izrazen

je masenim udjelom (%) pojedine masne Kiseline u uzorku.
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Tablica 7. Parametri GC-FID metode za odredivanje sastava i koncentracije estera masnih

kiselina

Parametar Uvjeti

Kolona ZB-FAME (Zebron), 30 m x 0,25 mm, df 0,20 um

Detektor FID

Plin nosa¢/ protok Helij / 1,2 mL min™

Temperaturni program 100 °C, 4 min
10 °C / min — 140 °C
3 °C/min — 190 °C
30 °C / min do 260 °C
260 °C, 2 min

Temperatura injektora 250 °C

Temperatura detektora 260 °C

Koeficijent razdjeljenja 1:15

Volumen injektiranja 2 uL

Izra¢un ukupnih masnih kiselina provodi se prema formuli:

e FAME ci
Ukupni lipidi.i3 normal = ZC4_C24 mpers X € dodanogFAMEc13 [2]

Izratun ukupnih masnih kiselina kao postotka na suhu tvar biomase uzetog za

transesterifikaciju:

. ukupni FAME c13 normal
% ukupni FAME = ==

x 100 [3]

masa suhe tvari uzorka

3.3.12. Odredivanje opticke gustoce hranjive podloge tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum

Tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781, mjerena je apsorbancija svjetlosti
uzoraka hranjivih podloga u podru¢ju valnih duljina (A) od 350 do 900 nm spektrofotometrom
iz Poglavlja 3.2.3. Prirast biomase bakterije pracen je pri valnoj duljini od 660 nm. Uzorci su

prije analize dobro homogenizirani, a za mjerenja su koristene kvarcne kivete promjera 10 mm.
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3.3.13. Ekstrakcija ukupnih pigmenata i spektrofotometrijsko odredivanje bakterioklorofila a

Ekstrakcija ukupnih pigmenata sintetiziranih tijekom uzgoja provedena je sa smjesom
organskih otapala uz mehani¢ku dezintergaciju stanica pomocu staklenih kuglica. Volumen
uzorka za ekstrakciju pigmenata tijekom mikroaerofilnih uzgoja na svjetlu bio je 5 mL, odnosno
20 mL kod uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom u aerobnim uvjetima. Uzorak je centrifugiran 10
minuta pri 8000 rpm. Supernatant je dekantiran, a preostala biomasa se koristila za ekstrakciju
i odredivanje ukupnih pigmenata. Biomasi je dodano 4 g staklenih kuglica i 4 mL smjese
acetona i etanola u omjeru 7:2 (v/v). Biomasa s kuglicama za dezintergaciju stanica se zatim tri
puta naizmjeni¢no podvrgavala intenzivnom mijesanju u trajanju od 2 minute te hladenju u
ledu, takoder 2 minute. U svrhu sprjeGavanja raspada fotosenzibilnih pigmenata uslijed
izlaganja svjetlosti, postupak ekstrakcije je provoden u mraku, a kivete su bile zaSticene
aluminijskom folijom. Nakon provedene ekstrakcije, uzorak je centrifugiran 10 minuta pri 8000
rpm. Spektrofotometrijsko odredivanje bakterioklorofila a u supernatantu nakon ekstrakcije
odradeno je u kvarcnoj kiveti skeniranjem u podrucju valnih duljina od 350 do 900 nm.
Koncentracija ukupnih pigmenata izraunata je prema izrazu za ekstrakciju primjenom smjese

otapala etanol/aceton (Ritchie, 2018):

P=0,348209(A648—A850)—0,16583(A665-A850)+12,11114(A775-A850) [mg L] [4]
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3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI UZGOJA

Za izraCunavanje pokazatelja uspjeSnosti biotehnoloskog procesa koriStene su sljedece
jednadzbe:
Potrosnja supstrata (AS)

AS=50-S [gLY] [5]
So - koncentracija supstrata na pocetku uzgoja

S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja

Prinos etanola (Yet)

Yet= Et — Eto [oL ™ [6]
Eto - koncentracija etanola na pocetku uzgoja

Et - koncentracija etanola na kraju uzgoja

Koeficijent konverzije supstrata u etanol (Yeys)

Yeus = —— [g™] [7]
Produktivnost proizvodnje etanola (Prgt)

Pree==  [gLh7] [8]

u
tu- ukupno vrijeme trajanja uzgoja

Specifi¢na brzina potrosnje supstrata (rs; h™), specifi¢na brzina rasta (u; h™) i specifi¢na brzina
sinteze produkta (rp; h), odredene su kao reakcije prvog reda (Mardetko i sur., 2018) iz
eksperimentalnih podataka. Dobiveni podaci su linearizirani prema jednadzbama:
InS=InSp+rs-t [9]
InP=InPo+rp.t [10]

te su rs i re odredene kao koeficijent smjera pravca linearizirane regresijske funkcije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Biorafinerijski pristup omogucava proizvodnju vise razli¢itih proizvoda iz jedne vrste
sirovine kombiniraju¢i kemijske i bioloske metode u relativno kratkom vremenu s pomocu
jednog ili viSe vrsta mikroorganizama (Rajak i sur., 2020). U ovom radu upotrijebljen je
biorafinerijski pristup obradi otpadne lignocelulozne sirovine — otpadne trave s ciljem
dobivanja vise razli¢itih proizvoda (etanola, masnih kiselina i pigmenata). U preliminarnim
eksperimentima proveden je uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 u podlozi s glukozom i
razli¢itim izvorima dusSika (anorganske soli i CSL) s ciljem odabira najpogodnijeg izvora dusika
te kako bi se pronasla zadovoljavajuéa alternativa za relativno skup izvor dusika — kvascev
ekstrakt. Zatim su provedeni uzgoji na kiselinski predobradenom hidrolizatu otpadne trave sa i
bez dodatka izvora dusika s ciljem dobivanja proizvoda poput etanola i masnih kiselina.
Podloge dobivene nakon uzgoja plijesni M. indicus DSM 2185 (u daljnjem tekstu otpadne
podloge) koriStena su kao hranjiva podloga za proizvodnju biomase i pigmenata bakterije
Rhodovulum adriaticum DSM 2781. Naime, bakterije iz roda Rhodovolum mogu se koristiti za
obradu otpadnih voda, te za proizvodnju nekih industrijskih vaznih kemikalija i pigmenata
(Numan i sur., 2018).

Rezultati ovog rada podijeljeni su u sljedeca poglavlja:
4.1. Odredivanje utjecaja razliCitih izvora duSika na rast 1 proizvodnju metabolita s pomocu
plijesni Mucor indicus DSM 2185 u podlozi s glukozom
4.2. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave dobivenom
kiselinskom predobradom u visokotlacnom bioreaktoru
4.2.1. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave
4.2.2. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na detoksificiranom hidrolizatu otpadne
trave
4.2.3. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 u reaktoru s mijesalom na detkosificiranom
hidrolizatu otpadne trave
4.3. Analiza sastava masnih kiselina u biomasi plijesni Mucor indicus DSM 2185
4.4. Uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na razli¢itim otpadnim podlogama
4.4.1. Uzgoj na otpadnoj podlozi bez dodatka izvora dusika
4.4.2. Uzgoj na otpadnoj podlozi s dodatkom CSL-a
4.4.3. Uzgoj na otpadnoj podlozi s dodatkom kvasc¢evog ekstrakta

4.4.4. Uzgoj na otpadnoj podlozi s CSL-om u bioreaktoru s mijesalom
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4.1. ODREPIVANIJE UTJECAJA RAZLICITIH IZVORA DUSIKA NA RAST I
PROIZVODNJU METABOLITA S POMOCU PLIJESNI Mucor indicus U PODLOZI S
GLUKOZOM

Uzgoj plijesni M. indicus DSM 2185 proveden je u podlozi s glukozom i razli¢itim
izvorima dusika. Ispitani su utjecaji diamonijevog fosfata ((NH4)2HPO4), diamonijevog sulfata
((NH4)2S04), CSL-a, peptona i kvascevog ekstrakta na rast biomase plijesni M. indicus DSM
2158 i proizvodnju etanola. Koncentracija izvora dusika u koristenim podlogama iznosila je 1,
5ili10 g L (tablica 4). Uzgoji su provedeni u Erlenmayer tikvicama volumena 500 mL, na
tresilici pri 140 o min' te temperaturi uzgoja od 30 °C. Rezultati provedenih uzgoja su prikazani

na slikama 1 — 5, a izraCunati procesni parametri u tablici 8.
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Slika 1. Promjena koncentracija glukoze, etanola i glicerola tijekom uzgoja M. indicus u

podlozi s diamonijevim sulfatom (koncentracije DAS-a: 1,5i10g L™?)
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Slika 2. Promjena koncentracija glukoze, etanola i glicerola tijekom uzgoja M. indicus u
podlozi s diamonijevim fosfatom (koncentracije DAP-a: 1,5i10g L™)
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Slika 3. Promjena koncentracija glukoze, etanola i glicerola tijekom uzgoja M. indicus u
podlozi s peptonom (koncentracije 1, 5i 10 g L™?)
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podlozi s CSL-om (konc

entracije 1,51 10 g L™)

33



30 5

1gL?
25 .
FI._|
020 _|
— 3.2
= -
< 15 s
¢ £
% 2 CT
2 10 g
R
5 1
=
0 ..-i-—-/-t —a 0
0 10 20 30 40 50 60
t[h]
30 5
5¢gL?
25 .
<
=20 -
— 32
= S
g P g
o =
E 2 =
o
== 10 =
R
. 1
0 —A 0
0 10 20 30 40 50 60
t[h]
30 5
25 "
<
520 =
. 3 =
=2 S
5 15 3
g 2
£ 2 2
510 E
1 =
5
—A
0 e 0
0 10 20 30 40 50 60
t[h]

—e—glukoza —#—etanol —aA—glicerol

Slika 5. Promjena koncentracija glukoze, etanola i glicerola tijekom uzgoja M. indicus u
podlozi s kvaséevim ekstraktom (koncentracije 1, 51 10 g L)
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U podlogama s amonijevim solima kao jedinim izvorom dusSika nije zamijecen rast plijesni M.
indicus DSM 2185 niti proizvodnja etanola (slike 1 i 2), te se moze zakljuciti kako ove soli u
koncentracijama od 1 do 10 g L™ nisu dobar izvor dusika za rast M. indicus. Ovakvi rezultati
nisu u skladu s dostupnom literaturom. Naime, Sharifyazad i Karimi (2017) proveli su uzgoj
M. indicus u podlozi s amonijevim sulfatom kao jedinim izvorom dusika, te je proizveden etanol
s koeficijentom konverzije glukoze u etanol od 0,2 — 0,4 g g% veé pri koncentraciji amonijevog
sulfata od 1 g L. Navedene podloge su osim glukoze i amonijeva sulfata sadrzavale i druge
soli poput kalcijevog klorida, magnezijevog sulfata heptahidrata i kalij dihidrogen fosfata.
Ostale soli koje se dodaju u podlogu kao izvor fosfata i minerala utjeCu na aktivnost stanica ove
plijesni.

Kada se kao izvor dusika koristi kompleksni izvori kao §to je hidrolizat kazeina — pepton
(slika 3) ovisno o koncentraciji peptona u podlozi dolazi do djelomi¢nog utroska glukoze i
proizvodnje etanola i glicerola. Povecanje koncentracije peptona u podlozi rezultiralo je i vis$im
prinosima etanola, to¢nije, za uzgoj s 1 g L prinos etanola je 0,736 g L™ a produktivnost 0,015
g Lt h?, azauzgoj s 10 g L prinos etanola je 0,827 g L™ a produktivnost 0,017 g L h't
(tablica 8).
Nadalje, uzgoji plijesni M. indicus DSM 2185 provedeni su u podlogama s CSL-om i kvas¢evim
ekstraktom. Kvascev ekstrakt i CSL predstavljaju izvor dusika i ostalih hranjivih tvari, te je
stoga u ovim podlogama utroSena gotovo sva glukoza iz podloge, te su postignuti veci prinosi
etanola. Najveéi prinos etanola kod uzgoja s kvasevim ekstraktom postignut je s
koncentracijom kvas¢evog ekstrakta od 10 g L, a iznosio je 1,527 g L™ s produktivnosti
procesa od 0,031 g L h'l. Tijekom ovog uzgoja, utroena je gotovo sva glukoza iz podloge, te
je njezina vrijednost nakon 24 h iznosila 0,25 g L, a istovremeno je izmjerena i najvisa
koncentracija etanola od 2,34 g L. U podlogama u koje je dodan svega 1 g L™ kvaic¢evog
ekstrakta ili CSL-a nije utroSena sva glukoza iz podloge niti nakon 48 sati uzgoja, dok je u
podlogama s 5ili 10 g L dodanog izvora dusika gotovo potpuno iscrpljena glukoza iz podloge.

U radu Alavijeh i sur. (2019) autori izvjeStavaju o sliénim rezultatima uzgoja na
definiranoj podlozi s glukozom te kvas¢evim ekstraktom i amonijevim sulfatom kao izvorima
dusika. Naime, uspjesno je proizvedeno 0,46 g etanola po gramu glukoze uz sli¢ne uvjete
uzgoja (temperatura, mijesanje) koji su koristeni u ovom radu. Moguéi uzrok neuspjesnih
uzgoja u ovom radu je nedostatak pomoc¢nih tvari poput KH2PO4, MgSQO4-7H20 te CaCl; koje

su koriStene tijekom uzgoja u oba navedena rada.
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Tablica 8. Parametri uspjes$nosti procesa odredeni tijekom uzgoja plijesni M. indicus DSM

2158 u podlozi s glukozom i razli¢itim izvorima dusika

¥ izvor N X Yetanol Yeus Pr Os (0]
[gL ] [g L] L1 | [9g'] | [gL*h'] | [ [h]
1 0,21 0 0 0 0 0
DAS 5 0,28 0 0 0 0 0
10 0,26 0 0 0 0 0
1 0,24 0 0 0 0 0
DAP 5 0,23 0 0 0 0 0
10 0,22 0 0 0 0 0
1 0,90 0,736 0,068 0,015 0,008 0,056
Pepton 5 2,00 0,69 0,048 0,014 0,014 0,053
10 3,03 0,827 0,054 0,017 0,018 0,056
1 1,60 0,558 0,038 0,012 0,012 0,042
CSL 5 2,64 1,46 0,061 0,030 0,100 0,070
10 3,79 2,139 0,081 0,044 0,186 0,078
1 1,02 0,432 0,034 0,009 0,009 0,040
Kv. ekstrakt 5 2,40 0,501 0,022 0,01 0,052 0,039
10 3,82 1,527 0,064 0,031 0,048 0,067
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4.2. UZGOJ PLIJESNI Mucor indicus DSM 2185 NA HIDROLIZATU OTPADNE TRAVE
DOBIVENOM KISELINSKOM PREDOBRADOM U VISOKOTLACNOM
BIOREAKTORU

4.2.1. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave

Nakon uzgoja M. indicus na podlogama s glukozom i razli¢itim izvorima dusika,
provedeni su uzgoji na hidrolizatu otpadne trave dobivenom kiselinskom predobradom u
visokotlaénom bioreaktoru (180°C/10 min/0,5 % H2SO4). Sastav hidrolizata prikazan je u
tablici 2, a sastav podloga u tablici 5. Glavni izvor ugljika u ovoj podlozi bila je ksiloza ¢ija je
pocetna koncentracija u hidrolizatu iznosila oko 7 g L. Uzgoji su provedeni u Erlenmayer
tikvicama volumena 500 mL, na tresilici pri 140 o min™ te temperaturi uzgoja od 30 °C. Uzgoji
su provedeni na hidrolizatu bez dodanog izvora dusika (slika 6), zatim s CSL-om (slika 7) i

kvaS¢evim ekstraktom (slika 8), a izraCunati procesni parametri prikazani su u tablici 9.
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Slika 6. Promjena koncentracija glukoze, ksiloze, etanola, glicerola, ksilitola i octene kiseline

tijekom uzgoja M. indicus na hidrolizatu otpadne trave bez dodanog izvora dusika
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Slika 7. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i ksiloze

tijekom uzgoja M. indicus na hidrolizatu otpadne trave uz dodatak CSL-a
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Slika 8. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i ksiloze

tijekom uzgoja M. indicus na hidrolizatu otpadne trave uz dodatak kvascevog ekstrakta
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Tablica 9. Parametri uspje$nosti uzgoja plijesni M. indicus na hidrolizatu otpadne trave,

dobivenom kiselinskom predobradom u visokotlaénom bioreaktoru, s dodanim izvorom dusika

y Px Yetanol | YEUs Pr Qs ap
L1 [9L7 | gt |[gg™]| [gL*h'] | [h'] [h]

Bez izvora N 0 3,50 0,52 0,061 0,011 0,0589 0,0756
1 3,28 0,581 | 0,065 0,012 0,0592 0,0766
CSL 5 4,05 0,651 | 0,075 0,014 0,0579 0,0824
10 3,48 1,612 | 0,196 0,034 0,0498 0,0843
1 3,58 0,496 | 0,056 0,010 0,0641 0,0723
Kv. ekstrakt 5 3,84 0,893 | 0,103 0,019 0,0641 0,0891
10 3,89 1,925 | 0,224 0,040 0,0654 0,0896

Plijesan M. indicus DSM 2158 moze rasti na kompleksnoj sirovini - hidrolizatu otpadne
trave bez dodatka izvora dusika. Ova plijesan prvo iscrpljuje glukozu iz podloge, a zatim i
ksilozu. Nakon 24 sata glukoza je u gotovo u potpunosti iscrpljena iz podloge (= 0,29 g LY), a
nakon 48 h bioprocesa i ksiloza je gotovo utrosena iz podloge. Tijekom provedenih uzgoja
koncentracije biomase je odredena samo na kraju procesa zbog nacina rasta mikroorganizma u
obliku micelija i nemoguénosti uzimanja homogenog uzorka biomase tijekom uzgoja. Na kraju
ovog procesa odredena je koncentracija biomase od 3,50 g L™ (tablica 9), dok je koncentracija
proizvedenog etanola bila vrlo niska i iznosila je 0,52 g L.

Kao $to je slucaj kod uzgoja ove plijesni na definiranim podlogama s glukozom i
odredenim izvorom dusika iz poglavlja 4.1., povecanje koncentracije izvora dusika (CSL-a ili
kvaScevog ekstrakta) rezultiralo je veéim prinosom etanola, a samim time i vecom
produktivnosti procesa proizvodnje etanola. Tako su najvisi prinosi etanola ostvareni prilikom
uzgoja s koncentracijom izvora dusika od 10 g L, za uzgoj proveden s CSL-om prinos iznosi
1,612 g L s produktivnoséu uzgoja od 0,034 g L't h'l, a za uzgoj s kvaséevim ekstraktom
prinos je 1,925 g L s produktivnoséu od 0,040 g L h. Ako se ovi rezultati usporede s
rezultatima rada Alavijeh i sur. (2019), moze se zakljuciti da je moguca bolja optimizacija
uvjeta uzgoja koristenih u ovom radu, jer su u radu iz 2019. pokazani prinosi etanola i do 0,38
g po gramu utroSenog Secera Sto je gotovo 10 puta vise proizvedenog etanola nego tijekom
uzgoja u ovom radu, a kao sirovina je koristena isto lignocelulozna sirovina (kukuruzovina)

obradena kiselinskom i enzimskom predobradom. Razlog ove velike razlike u koli¢inama
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proizvedenog etanola moze biti sastav pocetne sirovine, ali 1 uspjeSnost hidrolize pocetne
lignocelulozne sirovine. Naime, hidrolizati otpadne trave koriSteni u ovom radu su imali
pocetne koncentracije $eéera od 1,8 — 2,2 g L glukoze, odnosno 6,8 — 7,2 g L ksiloze, dok je
koncentracija glukoze u hidrolizatima kukuruzovine iz rada Alavijeh i sur. (2019) iznosila 49,5
g L. Proizvodnja etanola u tom radu je provedena u anaerobnim uvjetima, u tikvicama s
gumenim i aluminijskim ¢epovima, a u ovom su radu koriSteni pamu¢ni ¢epovi odnosno uzgoji
su provedeni u aerobnim uvjetima. U aerobnim uvjetima je kisik zadnji akceptor elektrona u
metabolizmu Secera $to znaci da stanice proizvode manje etanola, a viSe se izvora ugljika trosi
na izgradnju stani¢nih sastojaka, pa je to joS jedan moguci razlog slabije proizvodnje etanola.
U literaturi postoji jo$ primjera uspjesnije proizvodnje etanola s pomocu plijesni Mucor indicus
na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina poput rada Satari i sur. (2015) koji su u aerobnim
uvjetima uspjesno proizveli etanol na hidrolizatima rizine slame (0,37 g g%), brjestovine (0,33
g g1) te borovine (0,25 g g}) ili poput uzgoja Sues i sur. (2005) koji su plijesan M. indicus
uzgajali na hidrolizatima Sumskog drvnog otpada koji su velikim dijelom ¢inili otpaci smreke
te su proizveli 0,42 g etanola po gramu asimiliranog $ecéera iz hranjive podloge.

Usporedbom ovih rezultata, s rezultatima uzgoja iz poglavlja 4.1., vidi se da je uzgoj s
CSL-om bio nesto bolji na definiranoj podlozi s glukozom jer se uzgojem u podlozi s glukozom
uz dodatak 10 g L™* CSL-a, dobije 0,5 g L™ vise etanola. Kod uzgoja s kvas¢evim ekstraktom
nije takav slu¢aj, jer uzgojem s kvas¢evim ekstraktom dobiveno je 0,4 g L vise etanola kada
je uzgoj proveden na hidrolizatu otpadne trave nakon kiselinske predobrade.

Plijesan tijekom svih ovih uzgoja primarno koristi glukozu za rast i proizvodnju etanola
i drugih metabolita. Tijekom prvih 24 sata uzgoja, koncentracija glukoze padne na minimalnu
koncentraciju i postigne se maksimalna koncentracija etanola osim kod uzgoja gdje je koristeno
10 g L CSL-a ili kvas¢evog ekstrakta gdje je najveca koncentracija etanola postignuta nakon

48 sati uzgoja odnosno nakon §to je potrosena i ksiloza iz podloge.
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4.2.2. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave tretiranog aktivnim

ugljenom

Uzgoji opisani u ovom poglavlju provedeni su na hidrolizatu otpadne trave dobivenom
kiselinskom predobradom u visokotlacnom reaktoru koji je prethodno bio tretiran aktivnim
ugljenom kako bi se uklonili inhibitorni spojevi. Nakon toga suspenzija je profiltrirana preko
Biichnerovog lijevka. Na tako detoksificiranom hidrolizatu proveden je uzgoj plijesni u podlozi
bez dodatnog izvora dusika (slika 9), te uzgoji s razli¢itim koncentracijama CSL-a (slika 10)

odnosno kvaséevog ekstrakta (slika 11.)
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Slika 9. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i ksiloze
tijekom uzgoja M. indicus na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave bez dodatnog izvora

dusika

U podlogama je na pocetku uzgoja bilo prisutno 0,5 — 1,5 g L™ glukoze te oko 6 — 7 g
L ! ksiloze koje je plijesan relativno brzo asimilirala tako da su uzgoji trajali upola krace (24 h)
nego raniji uzgoji na hidrolizatima na kojima nije provedena detoksifikacija aktivnim ugljenom.
Moze se pretpostaviti da je plijesan u nekom trenutku uzgoja asimilirala dostupne koli¢ine
glukoze i ksiloze iz podloge, a zatim koristila etanol za rast. Budu¢i da uzorci nisu uzimani iz
podloga izmedu 8. i 24. sata uzgoja, za potvrdu ranije pretpostavke je potrebno provesti nove

eksperimente tijekom kojih bi se redovno analizirao sastav hranjive podloge.
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Slika 10. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i ksiloze

tijekom uzgoja M. indicus na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave uz dodatak CSL-a
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Slika 11. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i
ksiloze tijekom uzgoja M. indicus na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave uz dodatak

kvascevog ekstrakta
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4.2.3. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 u reaktoru s mije$salom na detoksificiranom

hidrolizatu otpadne trave

Uzgoj plijesni M. indicus u bioreaktoru s mijeSalom korisnog volumena 1,5 L je
proveden aerobno uz protok zraka 2 L h™ i brzinom mijesanja 50 0 min™. Koristena je podloga
sastava opisanog u poglavlju 3.3.6., a temperatura uzgoja je odrzavana na 30 °C. Uzgoj je trajao
48 h i redovno su uzimani uzorci za analizu UPLC-om. Rezultati analiza su prikazani na slici
12.
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Slika 12. Promjena koncentracija glukoze, etanola, glicerola, ksilitola, octene kiseline i ksiloze
tijekom uzgoja M. indicus u reaktoru s mijesalom na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave
sa5gL!CSL-a

Vrijeme potrebno plijesni da potrosi sav izvor ugljika iz podloge, i glukozu i ksilozu,
iznosi 48 h pri ranije navedenim uvjetima uzgoja. Prvih 12 sati uzgoja se vidi pad koncentracije
glukoze s pocetnih 5,45 g Lt na 0,06 g L™ nakon dvanaestog sata uzgoja (nakon 24 h uzgoja,

glukoza nije detektirana u podlozi), dok se koncentracija ksiloze neznatno mijenja §to znaci da
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je glukoza preferirani izvor ugljika i energije za M. indicus §to je u skladu s ocekivanjima.
Koncentracija etanola u prvih 12 sati uzgoja naraste s 0,07 g L™ na 0,56 g L™* nakon dvanaestog
sata uzgoja $to daje produktivnost od 0,041 g Lt h'! tijekom prvih dvanaest sati uzgoja. Nakon
dvanaestog sata se vidi kontinuirani pad koncentracije ksiloze sve do potpunog iscrpljenja
ksiloze iz podloge nakon 48 h uzgoja. Tijekom drugih 36 sati uzgoja koncentracija etanola
naraste s 0,56 g L™ na kona¢nih 1,72 g L §to produktivnost uzgoja kada plijesan raste pretezno
na ksilozi ¢ini ne$to manjom u usporedbi s rastom na glukozi, a iznosi 0,032 g L™t h™l. Glicerol
je u podlozi detektiran tek nakon 12 sati uzgoja, a maksimalna koncentracija je postignuta
nakon 24 h te iznosi 0,35 g L. Koncentracija ksilitola se slaZe s potro§njom ksiloze iz podloge
jer je ksilitol detektiran tek nakon desetog sata uzgoja i njegova koncentracija kontinuirano
raste do konacnih i maksimalnih 4,04 g L na kraju uzgoja.

Sues i sur. (2005) su proveli uzgoj M. indicus u bioreaktoru jednakog volumena (1,5 L)
na hidrolizatu Sumskog otpada smreke. Njihov je hidrolizat sadrzavao viSestruko viSe Secera,
to¢nije 52,5 g L%, od hidrolizata koristenog za uzgoj M. indicus u reaktoru u ovom radu koji je
sadrzavao 22,7 g L §ecera. Samim time, i prinos etanola koji je postignut tijekom njihovog
uzgoja ove plijesni je veéi. On iznosi 0,18 g g dok je prinos etanola na kraju bioreaktorskog

uzgoja plijesni u ovom radu iznosio svega 0,11 g g

Tablica 10. Parametri uspjesnosti uzgoja plijesni M. indicus u reaktoru s mijeSalom na

detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave s 5 g L™ CSL-a

Yx[9 L™ | Yetanol [gL] | Yeus [997'] | Prig L*h™] | as[h] | g [h™]

3,40 1,66 0,108 0,034 0,0364 0,0868
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4.3. ANALIZA SASTAVA MASNIH KISELINA U BIOMASI PLIJESNI Mucor indicus DSM
2185 NAKON UZGOJA NA RAZLICITIM HRANJIVIM PODLOGAMA

Cilj uzgoja plijesni Mucor indicus DSM 2185 u tikvicama i reaktoru s mijesalom bila je
simultana proizvodnja vise vrijednih proizvoda poput etanola i masnih kiselina na hidrolizatima
otpadne trave dobivenih kiselinskom predobradom u visokotlacnom bioreaktoru. Nakon takve
predobrade lignocelulozne sirovine, u hidrolizatu se osim Secera nalaze i inhibitori mikrobnog
rasta poput furfurala i octene kiseline, no unato¢ tome M. indicus se pokazao kao dobar odabir
radnog mikroorganizma za proizvodnju na podlogama od kiselinski predobradenih
lignoceluloznih sirovina budu¢i da je otporan na prisutne inhibitore rasta te moze asimilirati
pentoze (Sues i sur., 2005). Nakon provedenih uzgoja plijesni Mucor indicus DSM 2185 na
hranjivim podlogama razli¢itog sastava, biomasa plijesni je centrifugiranjem izdvojena iz
hranjivih podloga, zatim je osuSena u suSioniku te je provedena ekstrakcija i analiza sastava
masnih kiselina u biomasi metodom opisanom u poglavlju 3.3.11. Eukariotski mikroorganizmi,
pa tako i plijesan Mucor indicus, u stanicama pohranjuju energiju uglavnom u obliku
triacilglicerola, a lipidi su jo$ i sastavni dio membrana u obliku fosfolipida. Mucor indicus
sintetizira masne kiseline koriste¢i acetil-CoA, a dihidroksiaceton fosfat koristi za sintezu
triacilglicerola i fosfolipida (Karimi i Zamani, 2013).

Analizom uzoraka biomase plijesni je detektirano 24 razlic¢ite masne kiseline: heksanska
kiselina (C6:0), oktanska kiselina (C8:0), dekanska kiselina (C10:0), undekanska kiselina
(C11:0), dodekanska kiselina (C12:0), miristinska kiselina (C14:0), pentadekanska kiselina
(C15:0), palmitinska kiselina (C16:0), palmitoleinska kiselina (C16:1 cis 9), margarinska
kiselina (C17:0), heptadekanoicna kiselina (C17:1 cis 10), stearinska kiselina (C18:0), oleinska
kiselina (C18:1 cis 9), linoelaidna kiselina (C18:2 trans 9,12), linolna kiselina (C18:2 cis 9,12),
v-linolenska kiselina (C18:3 cis 6,9,12), a-linolenska kiselina (C18:3 cis 9,12,15), gondoi¢na
kiselina (C20:1 cis 11), eikozatrenska kiselina (C20:3 cis 11,14,17), eikozatetraenojska kiselina
(C20:4 cis 5,8,11,14), eikozapentaenska kiselina (C20:5 cis 5,8,11,14,17), dokosaheksaenska
kiselina (C22:6 cis 4,7,10,13,16,19), lignoceri¢na kiselina (C24:0) i nervonska kiselina (C24:1
cis 15). Najvise zastupljene masne kiseline bile su palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0),
oleinska (C18:1), linolna (C18:2) i y-linolenska kiselina ili GLA (C18:3). Najvise zastupljene
masne kiseline bile su palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), oleinska (C18:1), linolna
(C18:2) i y-linoleinska kiselina ili GLA (C18:3). Rezultati analiza sastava biomasa plijesni
plinskom kromatografijom su prikazani u tablici 11. Usporedujuéi rezultate uzgoja provedenih

na definiranim podlogama s glukozom, moZe se vidjeti da su tijekom uzgojas 1110 g L* CSL-
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a ili kvasc¢evog ekstrakta proizvedene slicne koli¢ine masnih kiselina obzirom na udio masnih
kiselina u biomasi plijesni. To¢nije, kod uzgoja s CSL-om udio masnih kiselina u biomasi iznosi
32,2 % za uzgoj s 1 g L CSL-a te 13,3 % za uzgoj s 10 g L™t CSL-a, dok ti udjeli masnih

kiselina kod uzgoja s kvas¢evim ekstraktom iznose 32,3 % odnosno 14,8 %.

Tablica 11. Sastav masnih kiselina u biomasi plijesni Mucor indicus DSM 2185 na kraju uzgoja

na razli¢itim podlogama

. . . Ukupne MK
Masa masne kiseline u biomasi plijesni [g] ) .
u biomasi
Hranjiva | lzvor Koncentracija C16:0 C18:0 C181 | C18:2 | C18:3¢- m %
podloga | dusika | izvoraN[gL™] | (palmitinska) | (stearinska) | (oleinska) | (linolna) | linolenska) [g] | (wiw)
1 0,19 0,19 0,26 0,12 0,16 2,02 | 26,1
= Pepton 5 0,2 0,14 0,27 0,17 0,22 4,1 | 48,4
o
g 10 0,17 0,11 0,27 0,12 0,14 0,88 | 12,8
>
> 1 0,24 0,12 0,41 0,19 0,13 1,59 | 32,2
@
S CSsL 5 0,25 0,19 0,42 0,22 0,15 1,31 | 20,1
=}
8 10 0,19 0,14 033 | 017 | 014 |102]133
=
£ 1 0,12 0,07 017 | 011 018 | 174323
= Kvascev
o 5 0,13 0,12 0,25 0,08 0,11 0,81 | 10,2
ekstrakt
10 0,13 0,09 0,21 0,09 0,14 0,7 | 14,8
- - 0,18 0,09 0,49 0,06 0,02 0,97 | 16,9
(5]
E 1 0,27 0,14 0,72 0,1 0,06 15 | 16,9
g CSL 5 0,24 0,13 0,71 0,12 0,07 1,55 | 13,8
(553
g- 10 0,11 0,04 0,31 0,07 0,06 0,741 79
g 1 0.2 0,09 049 | 0,08 004 |[107] 149
> Kvascev
S 5 0,05 0,01 0,19 0,04 0,03 041 | 58
= ekstrakt
10 0,03 n.d. 0,12 0,03 0,03 0,28 | 4,7
@ - - 0,05 n.d. 0,16 0,02 0,05 0,36 | 6,1
% 1 0,07 n.d. 0,18 0,04 0,07 045 | 7,2
2 CcsL
=3 10 0,06 n.d. 0,15 0,03 0,19 1 15,2
% 1 0,04 n.d. 0,14 0,03 0,06 0,33 | 57
= Kvascev
g 5 0,06 n.d. 0,18 0,06 0,08 051 | 4.2
= ekstrakt
= 10 0,03 n.d. 0,21 0,08 0,09 0,66 5
5
% CSL* 5 0,06 0,01 0,15 0,05 0,06 041 | 6,3
()
o

CSL* se odnosi na uzgoj u bioreaktoru s mijesalom, n.d. = nije detektirano
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Nakon uzgoja na definiranim podlogama s glukozom i pomoé¢nim izvorima dusSika,
provedeni su uzgoji na hidrolizatu otpadne trave iz poglavlja 3.1.1. Proveden je uzgoj bez
pomocénog izvora dusika te uzgojis 1, 51 10 g L™t CSL-a odnosno kvas¢evog ekstrakta. Uzgoji
provedeni s CSL-om su se pokazali neSto uspjeSnijima obzirom na ukupnu masu masnih
kiselina, ali i udjele masnih kiselina u biomasi, bez obzira na koncentraciju izvora dusika.
Takoder, uzgojima s CSL-om su proizvedene visestruko vece koli¢ine palmitinske kiseline.
Najzastupljenija masna kiselina bila je oleinska koja je tijekom svih ovih uzgoja na hidrolizatu
otpadne trave ¢inila gotovo 50 % svih masnih kiselina prisutnih u biomasi na kraju uzgoja.
Tijekom nekih uzgoja (uzgoji s 1 g L™* CSL-a odnosno kvas¢evog ekstrakta, uzgoj s 5 g Lt
CSL-a) su postignuti dvostruko ve¢i ili gotovo dvostruko veci prinosi oleinske kiseline u
usporedbi s rezultatima uzgoja s istim pomoc¢nim izvorom dusika na definiranim podlogama s
glukozom. Usporedbom ukupnih proizvedenih masnih kiselina, moze se vidjeti da je tijekom
uzgoja na definiranim podlogama proizvedeno viSe masnih kiselina $to se moZze pripisati vi§im
pocetnim koncentracijama izvora ugljika, osim u slu¢aju uzgoja s 5 g L CSL-a. Naime,
uzgojem na hidrolizatu je proizvedeno 1,55 g masnih kiselina, §to je 18,3 % vise od 1,31 g
masnih Kiselina proizvedenih tijekom uzgoja na definiranoj podlozi s glukozom. U radu
Alavijehisur. (2019) autori su proveli eksperimente kojima su koriste¢i plijesan Mucor indicus,
uzgojem na hidrolizatu kukuruzovine s kvas¢evim ekstraktom i amonijevim sulfatom kao
izvorom dusika, proizveli 147,4 + 2 mg lipida po gramu asimiliranog Secera 1z podloge $to je
¢inilo 19,3 % suhe tvari biomase plijesni. Ovi se rezultati mogu usporediti s rezultatima uzgoja
iste plijesni iz ovog rada, na nedetoksificiranom hidrolizatu s po 1 g L™ CSL-a i kvaséevog
ekstrakta na kraju kojih je dobiveno 168,3 mg g za uzgoj s CSL-om (16,9 % suhe tvari
biomase), odnosno 121,6 mg g* na kraju uzgoja s kvas¢evim ekstraktom (14,9 % suhe tvari
biomase). Profil masnih kiselina u biomasi plijesni iz rada Alavijeh i sur. (2019) nesto se
razlikuje od sastava masnih kiselina iz ovog rada. Dok su u ovom radu najzastupljenije masne
kiseline u biomasi bile oleinska kiselina i y-linolenska kiselina, u radu Alavijeh i sur. najvise je
proizvedeno stearinske, ¢ak 53,5 %, te palmitoleinske (22,7 %) i palmitinske kiseline (13,7 %).

Uzgoji provedeni na hidrolizatu otpadne trave prethodno tretiranim aktivnim ugljenom
su bili relativno uspjesniji u odnosu na koli¢ine proizvedenih masnih kiselina tijekom uzgoja
na nedetoksificiranom hidrolizatu. Usporedbom s rezultatima uzgoja na hidrolizatu koji nije
tretiran aktivnim ugljenom uspjesniji su bili uzgoji s 10 g L™? CSL-a odnosno kvas¢evog
ekstrakta kojima je proizvedeno 0,26 g odnosno 0,38 g vise masnih kiselina te uzgoj s 5 g L
kvascevog ekstrakta kojim je proizvedeno 0,10 g vise masnih kiselina od uzgoja na

nedetoksificiranom hidrolizatu s istim koncentracijama pomo¢nog izvora dusika. Najbolji od
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ovih uzgoja bio je uzgoj s 10 g L™ CSL-a tijekom kojega je proizvedeno 1 g masnih kiselina
Sto je 35 % vise od koli¢ine masnih kiselina dobivenih uzgojem na netretiranom hidrolizatu s
jednakom koli¢inom CSL-a, te samo 0,02 g masnih kiselina manje nego Sto je proizvedeno
tijekom uzgoja na definiranoj podlozi s glukozom.

Uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom je proveden na hidrolizatu otpadne trave prethodno
tretiranim aktivnim ugljenom s CSL-om kao pomo¢nim izvorom dusika u koncentraciji 5 g L
!, Obzirom na koli¢inu proizvedenih masnih kiselina ovaj uzgoj se pokazao manje uspje$nim u
usporedbi sa sliénim uzgojima provedenim u Erlenmeyer tikvicama jer je tijekom 48 h uzgoja
proizvedeno 0,41 g masnih kiselina koje su ¢inile 6,3 % biomase. Mogu¢i uzrok ovakvog
rezultata je Cinjenica da je uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom voden uz aeraciju podloge, dakle u
aerobnim uvjetima. Satari i sur. (2015) navode kako tijekom anaerobnog uzgoja dolazi do
djelomi¢nog nakupljanja ugljikova dioksida koji je potreban za sintezu masnih kiselina. Tako
uzgoji u Erlenmeyer tikvicama nisu vodeni u anaerobnim uvjetima nego mikroaerofilnim,
pretpostavka je da je tijekom tih uzgoja u tikvicama bilo prisutno vise CO2 pa su zato
proizvedene i veée koli¢ine masnih kiselina.

Utjecaj koncentracije izvora dusika na proizvodnju lipida, osim u nekoliko slucajeva,
odgovara podacima dostupnim u literaturi. Sharifyazd i Karimi (2017) navode kako niza
koncentracija dusika rezultira viSim prinosima lipida. Limitacija izvora dusika je zapravo jedna
strategija kojom se inducira sinteza intracelularnih lipida, jer mikroorganizam u uvjetima
limitacije izvora duSika brzo asimilira sav dostupan dusik te nastavlja asimilirati dostupan izvor

ugljika te ga nakupljati u stanicama u obliku lipida (Ratledge, 2004).
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4.4, UZGOJ BAKTERIJE Rhodovulum adriaticum DSM 2781 NA RAZLICITIM OTPADNIM
PODLOGAMA

Nakon provedenih uzgoja plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hranjivim podlogama
od hidrolizata otpadne trave s razli¢itim koncentracijama CSL-a i kva$¢evog ckstrakta kao
izvorima dusSika, biomasa plijesni je izdvojena centrifugiranjem, a otpadne podloge su koriStene
za uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781. Ve¢ je pokazano da nesumporne
ljubicaste bakterije mogu rasti na alkoholima, organskim kiselinama i sli¢nim proizvodima
metabolizma drugih mikroorganizama (Tabita, 1995). U ovom radu je istrazena mogucnost
rasta bakterije R. adriaticum i proizvodnje vrijednih proizvoda poput pigmenata na ostacima
hranjivih tvari koji su bili prisutni u podlozi nakon provedenog uzgoja plijesni M. indicus.
IskoriStavanjem otpadnih podloga uzgojem bakterijske biomase i proizvodnjom vrijednih
proizvoda bi se ostvario jo§ veéi stupanj iskoriStavanja lignocelulozne sirovine. Time bi se
povecala i ekonomska isplativost biorafinerijskog procesa proizvodnje biogoriva iz
lignoceluloznih sirovina, §to trenutno predstavlja jedan veliki faktor visoke cijene biogoriva u

odnosu na goriva dobivena iz fosilnih izvora.

4.4.1. Uzgoj na otpadnoj podlozi bez dodatka izvora dusika

Podloga za uzgoj R. adriaticum tijekom ovog uzgoja je bila otpadna podloga uzgoja M.
indicus DSM 2158 na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave bez dodatnog izvora dusika.
Bakterija je u prva dva dana uzgoja potrosila glukozu koja je preostala nakon uzgoja M. indicus,
a ksiloza nije detektirana u podlozi nakon ¢etvrtog dana uzgoja. Nakon etvrtog dana bakterija
je asimilirala etanol, sto se ocituje padom koncentracije etanola kako se moze vidjeti na slici
13. Rast bakterije je prac¢en spektrofotometrijski na 660 nm, a rezultati su prikazani takoder na
slici 13. Konacna koncentracija bakterije je odredena gravimetrijski, a u ovom slucaju je
iznosila 0,57 g L. Postignuta koncentracija je niza od rezultata dostupnih u literaturi $to je i
ocekivano zbog niskih pocetnih koncentracija izvora ugljika u podlozi. Pocetna koncentracija
glukoze iznosila je 0,03 g L%, a ksiloze 0,09 g L%, U podlozi je na kraju uzgoja bilo prisutno i
1,02 g L izopropanola koji moze biti vrijedan proizvod uz pigmente ili samu biomasu
bakterije. Koncentracija bakterioklorofila a je odredena metodom opisanom u poglavlju 3.3.13.

te je na kraju uzgoja iznosila 6,84 mg L.

o1



(553
0.5 07 £ 2
3
2
007 5 4 06 ¢
D
LT‘M 5
=3 =4
S0.3 0.4 gr
2 2 -
4 —_ O
- 0.3 2 &
g0.2 £ a1
£ ® O
p=l _
Ef 02 3
o1 28
01 2
s 0.5
0 0o
=
0 2 4 6 8
t[d] 0
—e— glukoza —*—ksiloza 0 1 2 3 4 5 6 7 8
—e&— kasilitol —A—glicerol t [dan]
—O—octena kiselina ——etanol

—0—izopropanol

Slika 13. Promjena koncentracija glukoze, ksilitola, glicerola, etanola, ksiloze, octene kiseline

I izopropanola te opti¢ke gustoée tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum

4.4.2. Uzgoj na otpadnoj podlozi s dodatkom CSL-a

Bakterija R. adriaticum je uzgajana na otpadnim podlogama nakon uzgoja M. indicus
na detoksificiranim hidrolizatima otpadne trave uz 1 odnosno 10 g L™* CSL-a kao izvorom
dusika. Svakih 24 h su iz podloga uzimani uzorci za analizu UPLC-om i spektrofotometrom.
Rezultati tih analiza su prikazani na slici 14.

U slucaju uzgoja na otpadnoj podlozi koja je na pocetku uzgoja M. indicus sadrzavala 1
g L CSL-a, koncentracija bakterije R. adriaticum na kraju uzgoja je iznosila 0,46 g L™ sto je
manje u usporedbi s koncentracijom iste bakterije na kraju uzgoja na otpadnoj podlozi koja nije
sadrzavala dodatan izvor duSika iz poglavlja 4.4.1. Moguc¢i uzrok tome je to Sto bakterija nije
asimilirala niti male koli¢ine glukoze (0,04 g L), ksiloze (0,12 g L) i etanola (0,1 g L) koje
su bile prisutne u podlozi na pocetku uzgoja bakterije. No iako je na ovoj podlozi proizvedeno
manje biomase bakterije, ta je biomasa u ovom slucaju sadrzavala 3 puta vise bakterioklorofila
a, to¢nije 18,19 mg L. Tijekom uzgoja na otpadnoj podlozi koja je na pocetku uzgoja M.
indicus sadrzavala 10 g L't CSL-a, doslo je do nesto veéeg porasta biomase nakon sedam dana
uzgoja. Ona je iznosila 0,8 g L. Na slici 14 se moze vidjeti da se koncentracije glukoze s

pocetka i kraja uzgoja neznatno razlikuju, a doslo je do pada koncentracije ksiloze s 0,43 g L
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na 0,18 g L. Nadalje, niza inicijalna koncentracija CSL-a (1 g L™?), se pokazala pogodnijom i

za proizvodnju bakterioklorofila a jer je na kraju ovoga uzgoja detektirano 18,19 mg L

bakterioklorofila a, $to je 25 % vise u usporedbi s uzgojem na otpadnoj podlozi koja je

sadrzavala 10 g L CSL-a.
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Slika 14. Promjena koncentracija glukoze, ksilitola, glicerola, etanola, ksiloze, octene kiseline

I izopropanola te opticke gustoce tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum na otpadnim

podlogama s CSL-om
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4.4.3. Uzgoj na otpadnoj podlozi s dodatkom kvascevog ekstrakta

Uzgoji bakterije R. adriaticum u ovom poglavlju su provedeni na otpadnim podlogama
dobivenim nakon uzgoja plijesni M. indicus na detoksificiranim hidrolizatima otpadne trave s
pocetnim koncentracijama kvaséevog ekstrakta od 1, 5 10 g L™L. Rezultati uzgoja prikazani su
na slici 15.

Kroz 7 dana uzgoja bakterije na hidrolizatu koji je sadrzavao 1 g L kvai¢evog
ekstrakta, doslo je do vrlo malih promjena koncentracija etanola te Sec¢era glukoze 1 ksiloze.
Nakon drugog i tre¢eg dana uzgoja, na slici 11 se vidi nagli pad koncentracija octene kiseline
odnosno glicerola. Moguce je da je bakterija za rast koristila upravo octenu kiselinu i etanol jer
na kraju uzgoja je gravimetrijski odredena koncentracija bakterije od 0,72 g L™ $to je povecanje
od 56 % u odnosu na porast biomase na otpadnoj podlozi uzgoja M. indicus s istom
koncentracijom CSL-a. Na kraju ovog uzgoja na podlozi s 1 g L™ kvaséevog ekstrakta je
izmjereno 33,04 mg L bakterioklorofila a.

Obzirom na proizvodnju pigmenta bakterioklorofila a, najbolji se pokazao uzgoj na
otpadnoj podlozi s pocetnom koncentracijom kvascevog ekstrakta od 5 g L%, Izmjereno je 48,1
mg L bakterioklorofila a nakon ekstrakcije. Na pocetku uzgoja u ovoj podlozi nije detektirana
glukoza. Moguce je da su bakterije za rast koristile ksilozu i octenu kiselinu jer na slici 15 se
vidi nagli pad njihovih koncentracija ve¢ nakon prvog dana uzgoja, a na istoj slici se vidi 1
porast koncentracije biomase bakterija te je na kraju uzgoja odredena koncentracija bakterija
od7,98¢g L™

Uzgoj R. adriaticum na otpadnoj podlozi uzgoja M. indicus s po¢etnom koncentracijom
kva$tevog ekstrakta 10 g L™ se pokazao kao najbolji obzirom na koli¢inu proizvedene biomase
bakterije. Naime, na kraju uzgoja je gravimetrijski odredena koncentracija bakterija od 1,85 g
Lt $to je za 132 % bolji prinos biomase bakterije R. adriaticum od sljedeéeg najboljeg uzgoja
provedenog u ovom radu obzirom na proizvodnju biomase bakterija, a to je uzgoj na otpadnoj
podlozi s pogetnom koncentracijom 10 g L™? CSL-a, na kraju kojega je odredeno 0,8 g L
biomase R. adriaticum. Sto se ti¢e proizvodnje bakterioklorofila a, ovaj se uzgoj pokazao boljim
od uzgoja provedenih na podlogama s CSL-om, ali kod uzgoja s kvascevim ekstraktom, ovaj
koji je proveden na podlozi s 10 g L™ je najlosiji obzirom na proizvodnju pigmenta. Nakon

ekstrakcije je spektrofotometrijski odredeno 20,8 mg L bakterioklorofila a na kraju uzgoja.
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Slika 15. Promjena koncentracija glukoze, ksilitola, glicerola, etanola, ksiloze, octene kiseline
i izopropanola te opticke gustoce tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum na otpadnim

podlogama s kvascevim ekstraktom
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4.4.4. Uzgoj na otpadnoj podlozi uz dodatak CSL-a u reaktoru s mijeSalom

Uzgoj bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 je proveden kako je opisano u
poglavlju 3.3.8., dakle na otpadnoj podlozi dobivenoj izdvajanjem biomase plijesni Mucor
indicus DSM 2185 nakon uzgoja na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave s 5 g L™ CSL-
a kao izvorom dusika. Uzgoj je proveden pri temperaturi 30 °C, a trajao je 168 sati. Svakih 24
h su uzimani uzorci za analizu UPLC-om i spektrofotometrom te je gravimetrijski odredena
koncentracija biomase bakterija na kraju uzgoja. Tijekom uzgoja su detektirane zanemarive
koncentracije glukoze u podlozi koja je preostala nakon uzgoja plijesni M. indicus, a ksiloza
nije detektirana tijekom uzgoja. U podlozi je na po¢etku uzgoja detektirano 6,68 g L
arabinoze. Koncentracija arabinoze je periodi¢no padala, tako da je na kraju uzgoja detektirano
3,26 g L arabinoze, pa se moze pretpostaviti da su u ovom slucaju bakterije za rast koristile
arabinozu. Uz arabinozu, moZze se pretpostaviti da su bakterije asimilirale 1 ksilitol ¢iji se pad
koncentracije s 1,81 g L™ mozZe vidjeti nakon &etvrtog dana uzgoja u reaktoru. Nakon treéeg
dana uzgoja na slici 16 se vidi izraziti porast koncentracije octene kiseline, a posebice
koncentracije izopropanola ¢ija koncentracija na kraju uzgoja iznosi 10,95 g LY. Rhodovulum
adriaticum moze proizvoditi polihidriksibutirat kondenzacijom acetil-CoA u acetoacetil-CoA
te njegovom daljnjom polimerizacijom u uvjetima nedostatka dusika u hranjivoj podlozi. No
buduci da je moguce da su nakon centrifugiranja u podlozi nakon uzgoja M. indicus zaostale
neke stanice plijesni, one su mogle biti dovoljan izvor dusika bakterijama R. adriaticum koje u
takvim uvjetima mogu umjesto polihidroksibutirata proizvoditi izopropanol. Reakcijom CoA-
transferaze od acetoacetil-CoA nastaje acetoacetat od kojega reakcijom acetoacetat-
dekarboksilaze nastaje aceton i CO. Reakcijom s enzimom alkohol-dehidrogenaza od
nastaloga acetona moZe se proizvesti izopropanol. Ovakav nacin proizvodnje izopropanola
bakterijom R. adriaticum je samo pretpostavka budu¢i da ova bakterija mozZe i asimilirati
izopropanol kao izvor ugljika i energije. Na kraju uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781 u
reaktoru, gravimetrijski je odredena koncentracija biomase, i iznosila je 2,26 g L. To je najvisa
koncentracija biomase bakterije u ovom radu. S druge strane, koncentracija bakterioklorofila a
odredena nakon provedene ekstrakcije pigmenata iz biomase bakterije, je iznosila samo 1,78
mg L. Na slici 16 su prikazani rezultati UPLC analiza uzoraka na kojoj se vide promjene
koncentracija viSe tvari te porast koncentracije biomase bakterije u obliku promjene vrijednosti

opticke gustoce izmjerene na valnoj duljini od 660 nm.
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Slika 16. Promjena koncentracija glukoze, ksilitola, glicerola, etanola, arabinoze, octene
kiseline i izopropanola te opti¢ke gustoce tijekom uzgoja Rhodovulum adriaticum u reaktoru s

mijesalom na otpadnoj podlozis5g L* CSL-a

U radu Novak i sur. (2020), autori izvjeStavaju o uspjeSnim uzgojima i proizvodnji
biomase bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 te pigmenata na podlogama s razli¢itim
koncentracijama izvora ugljika u vidu glukoze i ksiloze. Naime, uzgojem ove bakterije na
podlozi sa po 3 g L glukoze i ksiloze postignuta je produktivnost od 0,017 g L™t h s ukupnim
prinosom biomase bakterije od 1,507 g L. Budué¢i da glukoza i ksiloza obi¢no &ine najveci dio
Secera u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (Mardetko 1 sur., 2018), ranije navedeni rezultati
se mogu usporediti s rezultatima uzgoja Rhodovulum adriaticum DSM 2781 iz ovog rada.
Naime, najvec¢a koncentracija biomase bakterije je odredena na kraju uzgoja na otpadnoj
podlozi koja je sadrzavala 10 g L™ kvas¢evog ekstrakta, a iznosila je 1,85 g L™ s produktivnoséu
0d 0,011 g Lt h'! obzirom na proizvodnju biomase. Na kraju ostalih uzgoja su odredene gotovo
upola manje koncentracije biomase bakterije. Razlog manjih prinosa biomase u usporedbi s
radom Novak 1 sur. (2020) mogu biti dosta niZe koncentracije glukoze i ksiloze koje su bile
preostale u podlogama nakon uzgoja plijesni Mucor indicus DSM 2158. Koncentracije glukoze
i ksiloze u ovim podlogama su bile 0,1 g L ili manje glukoze, odnosno do 0,43 g L ksiloze.
Najslicniji rezultat, usporedbom s radom Novak i sur. (2020), postignut je uzgojem u
bioreaktoru s mijesalom. Naime, tim je uzgojem ostvarena produktivnost od 0,0134 g L §to je
za 23,5 % manje od uzgoja Novak i sur. s po 3 g L™ glukoze i ksiloze. Razlog viseg prinosa

biomase bakterije u bioreaktoru je vjerojatno prisutnost arabinoze u podlozi ¢ija je
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koncentracija na poéetku uzgoja iznosila 6,69 g L%, a tijekom 168 sati uzgoja je utroseno 3,43
gL? tog Secera. Sto se ti¢e proizvodnje pigmenata, rezultati uzgoja bakterije Rhodovulum
adriaticum DSM 2781 u ovom radu su obecavajuci jer su postignute visestruko vece
koncentracije tijekom gotovo svih uzgoja u usporedbi s uzgojima Novak i sur. od kojih se
najvise isti¢e uzgoj na otpadnoj podlozi koja je sadrzavala 5 g L™ kvaséevog ekstrakta na kraju

kojega je odredeno 60,12 mg bakterioklorofila a po gramu biomase bakterije.

Tablica 12. Parametri uspjeSnosti uzgoja bakterije Rhodovulum adriaticum DSM 2781 na

otpadnim podlogama uzgoja M. indicus

Otpadna podloga X Prx Yukupni pigmenti w (pigmenti, X)
2a Uzgoj gL' | [gL*hY] [mg L] [mg g7]

d-hidrolizat 0,57 0,003 6,84 12,22
d-hidrolizatcsi1 0,46 0,003 18,19 39,53
d-hidrolizatcsL1o 0,8 0,005 14,51 18,14
d-hidrolizatkver 0,72 0,004 33,04 45,89
d-hidrolizatkves 0,8 0,005 48,1 60,12
d-hidrolizatkve1o 1,85 0,011 20,8 11,24
R-d-hidrolizatcsLs 2,26 0,013 1,78 0,786

*R predstavlja uzgoj u reaktoru s mijesalom
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog rada moze se zakljuciti slijedece:

1. Plijesan M. indicus ne moze rasti u podlozi s glukozom u koju je kao izvor dusika
dodana sol, diamonijev sulfat ili diamonijev fosfat u koncentracije od 1 —10 g L™

2. Plijesan M. indicus mozZe rasti u podlozi s glukozom u koju je kao izvor dusika dodan
pepton, kvaicev ekstrakt ili kukuruzna modevina u koncentracijama od 1 — 10 g L™
Najvisi prinosi postignuti su na podlozi u koju je kao izvor dusika dodan CSL u
koncentraciji od 10 g L™ te je proizveden etanol (= 2,14 g L), glicerol i dr.

3. Prinosi etanola i glicerola na podlozi u koju je kao izvor ugljika dodan kvascev ekstrakt
(10 g L) postize zadovoljavajuée prinose koji su oko 25 % manji od prinosa odredenih
na glukozi i CSL-u kao izvoru dusika.

4. Osim glukoze, ova plijesan uzgajana je na nedetoksificiranom i detoksificiranom
hidrolizatu otpadne trave u koju su kao izvor duSika dodani kvasc¢ev ekstrakt i
kukuruzna mocevina. U podlozi s detoksificiranim hidrolizatom otpadne trave nije
postignuta proizvodnja etanola za razliku od uzgoja na nedetoksificiranom hidrolizatu.
Najvisi prinosi postignuti su na podlozi u koju je kao izvor duSika dodan kvascev
ekstrakt, te je proizveden etanol (= 1,93 g L™Y), ksilitol i dr. Moze se zakljugiti da postoji
odredeni inhibitorni efekt spojeva prisutnih u hidrolizatu otpadne trave.

5. Tijekom uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom u kojem je moguée provoditi regulacije pH
vrijednosti podloge postignuti su prinosi etanola od 1,65 g L™ uz produktivnost 0,03 g
L1 h?, te 4,04 g L ksilitola i 0,29 g L glicerola.

6. Odreden je udio masnih kiselina u biomasi ove plijesni koji iznosi do 16,9 % kao i profil
masnih kiselina koje proizvodi ova plijesan u podlozi s hidrolizatom otpadne trave.
Ukupno je odredeno 24 masne kiseline, od kojih je najzatupljenija oleinska (48 %) i
palmitinska (18 %) kiselina.

7. Na otpadnoj podlozi koriStenoj za uzgoj plijesni M. indicus DSM 2158 uspjesno je
proveden uzgoj ljubiCaste nesumporne bakterije R. adriaticum DSM 2781, te je

proizvedeno 2,26 g L™ biomase i 60 mg g ukupnih pigmenata.
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7. PRILOZI

Prilog 7.1. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze UPLC-om
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Prilog 7.2. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ksiloze UPLC-om
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Prilog 7.3. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije arabinoze UPLC-om
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Prilog 7.4. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije etanola UPLC-om
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Prilog 7.5. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glicerola UPLC-om
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Prilog 7.6. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ksilitola UPLC-om
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Prilog 7.7. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije octene kiseline UPLC-om
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Prilog 7.8. BaZzdarni dijagram za odredivanje koncentracije izopropanola UPLC-om
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski 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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