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1. UVOD

Zahtjevi za ublazavanjem Klimatskih promjena i smanjenjem potrebe za fosilnim gorivima
poticu razvoj odrzivih metoda/pristupa iskoriStavanja lignoceluloznih sirovina, kao obnovljivih
i lako dostupnih alternativnih izvora energije za dobivanje visokovrijednih proizvoda kao $to
su biogoriva i biokemikalije (Chandel i sur., 2018). Obzirom da se lignocelulozna biomasa
uglavnom sastoji od celuloze, hemiceluloze i lignina koji ¢ine sloZenu strukturu prirodno
otpornu na djelovanje enzima, potrebno je provesti odredene korake predobrade kojom se
dobivaju fermentabilni Seceri koje mikroorganizmi mogu metabolizirati (Zoghlami i Paés,
2019). Bakterija Paenibacillus polymyxa privukla je znacajan interes zahvaljujuci velikom
potencijalu primjene u odrzivoj poljoprivredi i biotehnolo§kim procesima proizvodnje
biokemikalija, polimera i enzima (Lal i Tabacchioni, 2009). Ova bakterija proizvodi Siroku
paletu sekundarnih metabolita ukljucujuci fitohormone, polisaharide i antimikrobne spojeve
koji sudjeluju u prilagodbi na razli¢ite okolisne uvjete (Grady i sur., 2016).

Cilj ovog rada bio je istraziti sposobnost rasta i proizvodnje vrijednih produkata
metabolizma bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na kemijski definiranim i
kompleksnim hranjivim podlogama dobivenim predobradom lignocelulozne sirovine.
Proveden je niz eksperimenata kojima se istrazivao utjecaj razlicitih izvora dusika u podlozi te
sposobnost proizvodnje lignocelulolitickih enzima u Erlenmeyerovim tikvicama. Sposobnost
rasta, potroSnje supstrata i proizvodnje 2,3-butandiola, etanola, mlije¢ne kiseline 1 acetoina
istrazivana je U bioreaktoru s mijesalom, razli¢itim nadinima vodenja procesa, na kemijski
definiranoj hranjivoj podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata otpadnog pivskog
tropa te na kompleksnim hranjivim podlogama dobivenim kiselinskom hidrolizom pivskog
tropa u visokotlacnom reaktoru i enzimskom hidrolizom zaostale ¢vrste faze nakon kiselinske

hidrolize pivskog tropa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BAKTERIJE RODA Paenibacillus

Bakterije koje pripadaju rodu Paenibacillus izolirane su iz razli¢itih staniSta, no vecina ih
je pronadena u tlu. Cesto su povezane s korijenjem biljaka (rizobakterije), promoviraju njihov
rast te se mogu primijeniti u poljoprivredi. Mnoge vrste proizvode antimikrobne spojeve (s
primjenom u medicini ili kao pesticidi) i enzime s potencijalom primjene u bioremedijaciji ili
za proizvodnju vrijednih kemikalija. Medutim, neke vrste su patogene za pcele ili druge
beskraljesnjake (Grady i sur., 2016).

Vrste roda Paenibacillus izvorno su bile ukljucene u rod Bacillus temeljem morfoloskih
karakteristika zajednickih s vrstom Bacillus subtilis koja je izolirana 1872. godine. Bilo koja
bakterija Stapicastog oblika, aerobna ili fakultativno anaerobna koja ima sposobnost stvaranja
endospora bila je Klasificirana kao Bacillus. Medutim, te karakteristike same po sebi nisu
prikladne za grupiranje vrsta u jedan rod (Zeigler, 2013). To¢niji prikaz filogenetskih odnosa
medu ovim bakterijama postignut je 1991. godine odredivanjem 16S rRNA sekvenci
standardnih sojeva vrsta, tada klasificiranih kao Bacillus (Ash i sur., 1991). Filogenetskim
analizama pokazano je da su te sekvence segregirane u najmanje 5 razlicitih klastera od kojih
je jedan dodijeljen novom rodu Paenibacillus. Naziv Paenibacillus potjece od latinske rijeci
paene §to znaci skoro, gotovo kao Bacillus (Ash i sur., 1993). Trenutno je Paenibacillus jedan

od osam rodova ukljuc¢enih u porodicu Paenibacillaceae (Zeigler, 2013).

2.2. Paenibacillus polymyxa

Bakterija Paenibacillus polymyxa (poznata i kao Bacillus polymyxa) je gram-pozitivna,
fakultativno anaerobna, sporulirajuca, $tapic¢asta bakterija (slika 1) s peritrihijalnim flagelama
(Ash i sur., 1993). Nastanjuje razli¢ite ekoloske nise kao $to su tla, korijenje, rizosfera raznih
usjeva ukljucujuci psenicu, kukuruz, sirak, Sec¢ernu trsku i je¢am (Guemouri-Athmani i sur.,
2000; von der Weid i sur., 2000), sumsko drvece (Holl i Chanway, 1992) i morski sedimenti
(Ravi i sur., 2007). U rizosferi, Paenibacillus polymyxa ukljucena je u proces fiksacije dusika
(Paddai sur., 2017; Heulin i sur., 1994), solubilizacije fosfora u tlu (Zhou i sur., 2020; Eastman
i sur., 2014), proizvodnje antibiotika (Choi i sur., 2007; He i sur., 2007; Piuri i sur., 1998;
Rosado i Seldin, 1993), fitohormona (Phi i sur., 2010), egzopolisaharida (Haggag, 2007),
hitinaza (Mavingui i Heulin, 1994), hidrolitickih enzima (Nielsen i Sgrensen, 1997) te

povecéanja poroznosti tla (Gouzou i sur., 1993). Pokazuje antagonisticku aktivnost prema
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razli¢itim biljnim patogenim organizmima ukljucujuci bakterije, funge, oomicete i nematode
(Chévez-Ramirez i sur., 2020; Son i sur., 2009; Timmusk i sur., 2009; Haggag i Timmusk,
2008; Khan i sur., 2008). Takoder, pokazuje inhibitornu aktivnost prema nekim ljudskim i

zivotinjskim patogenim mikroorganizmima (Seldin i sur., 1999).

Slika 1. Stanice bakterije Paenibacillus polymyxa (Raza i sur., 2008)

2.3. BIOTEHNOLOSKA PRIMJENA BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa

Zahvaljujuéi ucinkovitoj proizvodnji niza razli¢itih spojeva, Paenibacillus polymyxa ima
veliki potencijal primjene u biotehnologiji (Lal i Tabacchioni, 2009). Nekoliko sojeva
proizvodi enzime koji razgraduju stani¢nu stijenku primjerice, p-1,3-glukanaze, celulaze,
hitinaze, proteaze, ksilanaze i B-glukozidaze (Isorna i sur., 2007; Budi i sur., 2000; Pham i sur.,
1998). Takoder, neki sojevi proizvode egzopolisaharide (Prado Acosta i sur., 2005). Mikrobni
egzopolisaharidi su primarni ili sekundarni metaboliti s primjenom u medicini, prehrambenoj
industriji, kozmetickoj industriji, za uklanjanje metalnih iona iz otpadnih voda te za preradu
minerala (Lal i Tabacchioni, 2009). Jo§ jedan industrijski vazan proizvod bakterije
Paenibacillus polymyxa je opticki aktivan 2,3-butandiol (Nakashimada i sur., 1998; Ui i sur.,
1983). Osim 2,3-butandiola, P. polymyxa moze proizvesti etanol, formijat, laktat, acetat i
sukcinat (Hakizimana i sur., 2020). Produkti P. polymyxa takoder se mogu primijeniti u
medicini. Primjerice, fibrinoliticki enzimi mogu razgraditi fibrin u krvnim ugruscima kako bi
se pomogle sprijeciti ili izlije¢iti trombotske bolesti (Lu i sur., 2007). Polimiksin B i E
primjenjuju se kao zadnja linija lijeGenja internih infekcija uzrokovanih multirezistentnim

bakterijama (Velkov i sur., 2010). Razli¢iti derivati levana (egzopolisaharida iz Paenibacillus



polymyxa EJS-3) pokazuju antioksidativno i antitumorsko djelovanje in vitro (Liu i sur., 2012).
Paenibacillus polymyxa JB115, izolirana iz korejskog tla, proizvodi B-glukan. Glukan velike
molekulske mase (iznad 100 kDa) moze se koristiti kao dodatak sto¢noj hrani za jacanje
imuniteta i kao potencijalno antitumorsko sredstvo (Jung i sur., 2007). Nadalje, neki sojevi
Paenibacillus vrsta, ukljucujué¢i P. polymyxa, mogu poticati bioflokulaciju iona teskih metala
ili kiselih bojila, stoga bi se mogli primijeniti u bioremedijaciji za uklanjanje kontaminanata iz

razli¢itih otpadnih voda (Grady i sur., 2016).

2.3.1. Biotehnolos§ka proizvodnja 2,3-butandiola

2,3-butandiol je organska molekula s Cetiri ugljikova atoma i dvije hidroksilne skupine
vezane na drugi i tre¢i ugljikov atom (diol). Ima dva kiralna centra, stoga postoje tri
stereoizomera 2,3-butandiola (slika 2). Opticki aktivni enantiomeri su (R,R)- i (S,5)-2,3-
butandiol, dok je meso-2,3-butandiol opticki inaktivan (Xie i sur., 2017). Bakterija
Paenibacillus polymyxa proizvodi opti¢ki aktivan (R,R)-2,3-butandiol (opticke ¢istoce veée od
98 %) iz razli¢itih ugljikohidrata (Ui i sur., 1983). S industrijskog stajaliSta, vazno je
napomenuti da je bakterija P. polymyxa (nepatogeni producent 2,3-butandiola) jedna od rijetkih
organizama koji proizvodi (R,R)-2,3-butandiol u ¢istom obliku, bez potrebe za primjenom
genetickog inzenjerstva (Jeong i sur., 2019). Jedan mol glukoze konvertira se u dva mola
piruvata koji se zatim prevode u jedan mol 2,3-butandiola i dva mola NADH. Obzirom da se
samo jedan mol NADH reoksidira tijekom formiranja jednog mola 2,3-butandiola, moraju se
generirati drugi metaboliti za reoksidaciju NADH. Teorijski prinos 2,3-butandiola koji se moze

dobiti iz glukoze iznosi 0,67 mol/mol (Lal i Tabacchioni, 2009).
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Slika 2. Prikaz stereoizomera 2,3-butandiola (prema Xie i sur., 2017)

2,3-butandiol vazan je intermedijarni metabolit koji modulira izluc¢ivanje bakterijskih
sekundarnih metabolita stabilizacijom enzima povezanih s njihovom biosintezom (Garg i Jain,

1995). Primjenom metabolickog inZenjerstva za disrupciju gena sacB, soja Paenibacillus



polymyxa DSM 365, koji kodira za levansaharazu (enzim odgovoran za biosintezu levana,
glavnog egzopolisaharida bakterije P. polymyxa), povecana je proizvodnja 2,3-butandiola do
27 % tijekom uzgoja na saharozi (Okonkwo i sur., 2018). Opcenito se anaerobni uzgoj smatra
prikladnijom tehnikom za poboljSanje proizvodnje 2,3-butandiola u usporedbi s
mikroaerobnom kultivacijom jer aeracija smanjuje opti¢ku c¢istocu 2,3-butandiola kojeg
proizvodi P. polymyxa (Nakashimada i sur., 2000; Nakashimada i sur., 1998). Utjecaj razli¢itih
procesnih parametara (pH, opskrba kisikom, koncentracija supstrata) na proizvodnju i stupanj
Cistoce 2,3-butandiola pod anaerobnim i mikroaerobnim uvjetima istrazili su Nakashimada i
sur. (2000; 1998). Pokazano je da se dodatkom acetata (150 mM) povecala proizvodnja 2,3-
butandiola za 40 % tijekom Sarznog uzgoja bakterije P. polymyxa. Daljnje povecanje
proizvodnje 2,3-butandiola postignuto je istovremenim dodatkom glukoze i acetata tijekom
Sarznog uzgoja P. polymyxa s pritokom supstrata. Nadalje, Marwoto i sur., (2002) uo¢ili su da
se poveCanjem temperature uzgoja s 30 °C na 39 °C, povecala proizvodnja (R,R)-2,3-
butandiola tijekom anaerobnog Sarznog i kontinuiranog uzgoja P. polymyxa na ksilozi za 39
%, odnosno 52 %. Medutim, prilikom koristenja glukoze kao supstrata temperatura nije imala
utjecaj na proizvodnju (R,R)-2,3-butandiola.

Nakon fermentacije, 2,3-butandiol moze se izdvojiti iz podloge tehnikama kao $to su
stripiranje, ekstrakcija otapalom, reverzna osmoza, pervaporacija, isoljavanje s KClI ili K2COs
(Xiu i Zeng, 2008). lzdvojeni 2,3-butandiol moze se konvertirati u 1,3-butadien, spoj koji se
koristi u proizvodnji sinteticke gume. Mnogi drugi derivati 2,3-butandiola koriste se u
proizvodnji sredstava protiv smrzavanja, otapala, plastike, lijekova, kozmeti¢kih proizvoda i
losiona. Takoder, moze se koristiti kao aroma u prehrambenim proizvodima konverzijom u
diacetil. Dehidracijom 2,3-butandiola nastaje metil-etil-keton koji se moze koristiti kao aditiv
u teku¢em gorivu (Syu, 2001). Ogrjevna vrijednost 2,3-butandiola iznosi 27,198 J/g sto je
usporedivo s vrijednostima drugih goriva kao $to su etanol (29,055 J/g), metanol (22,081 J/g)
i butanol (32,010 J/g) (Flickinger, 1980).

2.3.2. Proizvodnja hidrolitickih enzima

Paenibacillus vrste proizvode razne enzime s potencijalom primjene u industrijskim
procesima proizvodnje deterdzenata, tekstila, papira, biogoriva te u prehrambenoj industriji
(Grady i sur., 2016). Industrija deterdzenata primarni je potroSa¢ industrijskih enzima.
Proteaze, lipaze, amilaze, a ponekad i hemicelulaze koriste se za razgradnju hrane i drugih

organskih ostataka, dok se celulaze koriste za uklanjanje kuglica vlakana koje nastaju na



tkanini tijekom pranja i noSenja odjece na bazi pamuka. U tekstilnoj industriji primjenjuju se
pektinaze, proteaze i lipaze za uklanjanje necisto¢a s pamuka. Nadalje, mikrobni enzimi koriste
se za uklanjanje lignina u proizvodnji papira i biogoriva iz lignoceluloznih sirovina. Nakon
uklanjanja lignina, celulaze i hemicelulaze provode proces hidrolize vlakana za proizvodnju
bioetanola ili biobutanola. Takoder, lipaze se mogu primijeniti za katalizu transesterifikacije
tijekom proizvodnje biodizela. U prehrambenoj industriji, amilaze konvertiraju Skrob u Secer
npr. za dobivanje visoko fruktoznog kukuruznog sirupa te za dobivanje prekursora u
proizvodnji alkoholnih pic¢a. Celulaze i pektinaze koriste se za bistrenje sokova, a zajedno s
hemicelulazama Koriste se za pobolj$anje nutritivne vrijednosti sto¢ne hrane (Saxena i sur.,
2015). Soj P. polymyxa E681 izlucuje razlic¢ite hidrolitiCke enzime ukljucujuci proteaze,
amilaze, celulaze i mananaze koji se, osim potencijalne primjene u industriji, mogu primijeniti
za suzbijanje biljnih patogenih gljivica i bakterija (biokontrola) (Bach i sur., 2016). Nadalje,
uoceno je da soj P. polymyxa B-17 proizvodi termostabilnu proteazu, pri ¢emu je temperaturni
optimum iznosio 50 °C, a znadajna aktivnost zadrzana je i pri 70 °C. Proteaza je takoder
pokazala aktivnost u Sirokom rasponu pH vrijednosti (5,5 - 10), a inhibirana je sredstvima za
keliranje metala (Matta i Punj, 1998). Prema istrazivanju Pham i sur. (1998), P. polymyxa ima
sposobnost proizvodnje ksilanaza tijekom uzgoja na lignoceluloznim sirovinama. Utvrdeno je
da ksilan ili supstrati koji sadrze ksilan (kao $to je pSeni¢na slama) induciraju maksimalnu
proizvodnju ksilanaza. Kvaséev ekstrakt pokazao se kao optimalan izvor dusika za proizvodnju
ksilanaza. Nadalje, prema rezultatima istrazivanja Gastelum-Arellanez i sur. (2014) soj P.
polymyxa BEb-40 mogao bi biti perspektivan mikroorganizam za proizvodnju endoglukanaza,

s mogucénostima primjene za razgradnju lignocelulozne biomase.

2.4. PRIMJENA BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa U POLJOPRIVREDI

Mikroorganizmi iz tla mogu pospjesiti rast biljaka proizvodnjom razli€itih fitohormona
(citokinina, auksina, giberelina), sposobnoscu fiksacije dusika ili suzbijanjem bolesti biljaka
uzrokovanih Stetnim mikroorganizmima (van Loon, 2007; Bloemberg i Lugtenberg, 2001).
Medu rizobakterijama koje poti¢u rast biljaka (eng. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria,
PGPR) poznato je da P. polymyxa ima Sirok spektar biljnih domacina (Lal i Tabacchioni,
2009). Poticanje rasta biljaka, mjereno parametrima kao Sto su duljina korijena i izdanka,
opisano je za uljanu repicu, Kivi, papriku, lubenicu, rizu (Oryza sativa), kukuruz, krumpir,
krastavac, raj¢icu, bor, Arabidopsis thaliana i pojedine ukrasne biljke (Khan i sur., 2020; Yang,
2019; Jeong i sur., 2019; Abdallah i sur., 2019; Weselowski i sur., 2016; Puri i sur., 2016;



Padda i sur., 2016; Kwon i sur., 2016; Xu i Kim, 2014; Anand i sur., 2013; Lamsal i sur., 2012;
Phi i sur., 2010; Erturk i sur., 2010; Maes i Baeyen, 2003; Bent i sur., 2001).

2.4.1. Fiksacija dusika

Atmosferski dusik (N2) relativno je inertan i mora se fiksirati u upotrebljiv kemijski oblik
prije ugradnje u aminokiseline, nukleotide i druge metabolite. Obzirom da eukarioti nemaju
sposobnost fiksacije vlastitog dusika, njegova bioraspolozivost u tlu glavni je ogranic¢avajuci
faktor rasta biljaka (Grady i sur., 2016). Jedan od nacina na koji PGPR mogu pospjeSiti rast
biljaka je povecanje dobave hranjivih tvari (duSika, fosfata ili Zeljeza). Mnogo sojeva P.
polymyxa sadrzi gene za fiksaciju dusika pomocu kojih pretvaraju atmosferski dusik u
amonijak, izvor dusika koristan biljkama (Langendries i Goormachtig, 2021). Tehnikom
izotopnog markiranja otkriveno je da soj P. polymyxa P2b-2R ima sposobnost fiksiranja
atmosferskog dusika i njegove dobave biljci domacinu, §to je povecéalo sadrzaj dusika u biljci
(Padda i sur., 2017; Puri i sur., 2016; Padda i sur., 2016; Anand i sur., 2013; Bal i Chanway,
2012). Za razne biljke poput rajcice, uljane repice, kukuruza, bora (Pinus contorta) povecanje
sadrzaja fiksiranog folijarnog dusSika djelovanjem P. polymyxa P2b-2R popraceno je
poboljsanjem rasta biljaka (Padda i sur., 2017; Puri i sur., 2016; Padda i sur., 2016; Anand i
sur., 2013; Bal i Chanway, 2012). Medutim, kada je isti soj koriSten za inokulaciju zapadnog
crvenog cedra (Thuja plicata) i bora u sterilnom pijesku, fiksirani atmosferski dusik mogao se
detektirati u lis¢u, ali je imao negativan ucinak na rast biljaka (Anand i sur., 2013; Bal i
Chanway, 2012). Ovi rezultati pokazuju da sposobnost fiksacije dusika nije dovoljna da se
bakterijski soj smatra ucinkovitom PGPR za sve biljne domacine, u svim uvjetima rasta

(Langendries i Goormachtig, 2021).

2.4.2. Solubilizacija fosfora i dobava Zeljeza

Uz dusik, fosfor je drugi najvazniji element koji ogranicava rast biljaka. Iako tlo sadrzi
velike koli€¢ine fosfora, samo 0,1 % nalazi se u topljivom obliku koji korijen biljke moze
preuzeti. Ostatak tvori netopljive mineralne komplekse ili je imobiliziran u organskoj tvari
(Sharma i sur., 2013). Rezultati istrazivanja Wang i sur. (2012) pokazuju da bakterije roda
Paenibacillus (P. polymyxa i P. macerans) imaju sposobnost solubilizacije fosfata. Analize
genoma sugeriraju da veéina vrsta Paenibacillus (ukljucujuéi P. polymyxa) moze solubilizirati
fosfor proizvodnjom glukonske kiseline jer sadrZze gene koji kodiraju za enzime glukoza-1-

dehidrogenazu i dehidrogenazu glukonske kiseline (engl. gluconic acid dehydrogenase). U



analiziranim genomima takoder su pronadeni geni za unos i razgradnju fosfonata te fosfat-

specificni transportni sustav (Xie 1 sur., 2016).

Poput fosfora, Zeljezo se u velikim koli¢inama nalazi u tlu, uglavnom u obliku koji nije
bioloski raspoloziv (veéinom stvara netopljive Fe3* hidrokside). Veé¢ina mikroorganizama
reducira Fe** u Fe?* pomocu reduktaza ili ga solubilizira izvanstani¢nim, niskomolekularnim
spojevima za keliranje Fe3* koji se nazivaju siderofori (Raza i Shen, 2010). Topljivi kompleksi
Fe3* i siderofora dostupni su biljkama i mikroorganizmima obzirom da ih prepoznaju specifi¢ni
membranski receptori stanica (Wen i sur., 2011). Najée$¢i mehanizam kojima P. polymyxa
pospjesuje dobavu Zeljeza biljkama je proizvodnja siderofora (Khan i sur., 2020; Raza i Shen,
2010; Phi i sur; 2010). No, postoje i drugi mehanizmi primjerice, soj P. polymyxa BFKCO01
aktivira transkripciju biljnih gena uklju€enih u stani¢ni odgovor na nedostatak zeljeza (Zhou i

sur., 2016).

2.4.3. Proizvodnja fitohormona

Auksini su biljni hormoni kljuéni za regulaciju ekspresije gena i razvoja biljke. Sudjeluju
u stani¢noj diobi, elongaciji, razvoju plodova i sl. U prirodi je najzastupljenija indol-3-octena
kiselina (IAA) (Delker i sur., 2008). Iako biljke proizvode vlastite fitohormone, takoder mogu
koristiti fitohormone koje proizvedu drugi organizmi (Grady i sur., 2016). Osim biljaka, IAA
mogu sintetizirati fungi i bakterije, uklju¢ujuci rod Paenibacillus (Duca i sur., 2014). Nekoliko
sojeva P. polymyxa proizvodi IAA in vitro (Khan i sur., 2020; Weselowski i sur., 2016; Phi i
sur., 2010; Erturk i sur., 2010; Holl i sur., 1988). Analiza proteoma sadnica Arabidopsis
thaliana tretiranih sojem P. polymyxa E681 pokazala je da se biosinteza auksina u biljci aktivira
nakon inokulacije spomenutom bakterijom (Kwon i sur., 2016). Takoder, citokinini,
pirolokinolin kinon (PQQ) i dugolanc¢ani hlapljivi spojevi koje proizvodi soj E681 moguci su

bakterijski ¢imbenici za poticanje rasta biljaka (Lee i sur., 2012; Seul i sur., 2007).

2.4.4. Proizvodnja antimikrobnih spojeva

Paenibacillus vrste imaju brojne sposobnosti biokontrole. Mogu neutralizirati razlicite
vrste fitopatogena i insekata proizvodnjom razli¢itih biocidnih tvari ili induciranjem
mehanizama obrane od napada patogenih organizama u samim biljkama (Grady i sur., 2016).
Pokazano je da P. polymyxa pruza zastitu brojnim biljkama ukljucujuci cvjetacu (Pichard i
Thouvenot, 1999), grasak (Wakelin i sur., 2002), ginseng (Jeon i sur., 2003), krastavac (Yang
i sur., 2004), slanutak (Akhtar i Siddiqui, 2007), kikiriki (Haggag, 2007), soju (Zhou i sur.,



2008) i papriku (Phi i sur., 2010). Antimikrobni spojevi koje proizvodi P. polymyxa ukljucuju
peptide, enzime i hlapljive organske spojeve (engl. volatile organic compounds, VOC) (Grady
i sur., 2016). Soj P. polymyxa WR-2 proizvodi ¢ak 42 hlapljiva organska spoja od kojih preko
30 pokazuje odredeni stupanj antifungalnog djelovanja protiv plijesni Fusarium oxysporum,
ukljucujuéi 13 spojeva koji u potpunosti inhibiraju rast plijesni. Od proizvedenih VOC glavni
antifungalni spojevi koji inibiraju rast plijesni su: benzotiazol, benzaldehid, undekanal,

dodekanal, heksadekanal, fenol i 2-tridekanon (Raza i sur., 2015).

Antimikrobni peptidi izuzetno su znacajni u poljoprivredi, no proc¢is¢eni ili sintetizirani
peptidi takoder imaju (potencijalnu) primjenu u medicini i prehrambenoj industriji. Mogu biti
ribosomski sintetizirani bakteriocini ili neribosomski peptidi. Bakteriocini su ribosomski
sintetizirani peptidni antibiotici koji inhibiraju rast srodnih bakterijskih vrsta. Poznato je da
Paenibacillus vrste proizvode najmanje dvije od tri klase bakteriocina — lantibiotike i pediocine
(Grady i sur., 2016). Lantibiotici sadrze aminokiseline lantionin i metillantionin te prolaze
opsezne post-translacijske modifikacije. Lantibiotik paenibacilin iz P. polymyxa OSY-DF
pokazuje antimikrobno djelovanje prema Listeria monocytogenes, meticilin-rezistentnom
Staphylococcus aureus i drugim gram-pozitivnim bakterijama (Huang i Yousef, 2015).
Utvrdeno je da soj P. polymyxa NRRL B-30509 uz polimiksin proizvodi i lantibiotik nazvan
paenicidin A (Lohans i sur., 2012). Nadalje, P. polymyxa proizvodi pediocine (SRCAM 37 i
SRCAM 602), nemodificirane i linearne peptide (Abriouel i sur., 2011).

Za razliku od bakteriocina, mnogi antimikrobni peptidi u Paenibacillus vrstama
sintetiziraju se neribosomalno, neovisno o RNA, na multienzimskim kompleksima —
neribosomskim peptid-sintetazama (engl. nonribosomal peptide synthetases, NRPS). Svaki
modul NRPS ukljuéuje jednu ili vise specifi¢nih aminokiselina u peptidni lanac. Sintetizirani
peptidi imaju raznolike strukture te povec¢anu otpornost na proteoliticke enzime. Neribosomski
lipopeptidi mogu biti linearni kationski, cikli¢ki kationski ili ciklicki nekationski (Cochrane i
Vederas, 2014). Najbolje istrazeni cikli¢ki kationski lipopeptidi iz Paenibacillus vrsta su
polimiksini, prvi put izolirani 1947. godine iz P. polymyxa (Stansly i Schlosser, 1947), no mogu
ih proizvoditi i drugi sojevi vrsta P. alvei (Tambadou i sur., 2015) i P. kobensis (Martin i sur.,
2003). Polimiksini ukljuéuju polimiksin A, B, C, D, E (poznat i kao kolistin), M (poznat i kao
mattacin), P, Si T (Tambadou i sur., 2015; Mousa i Raizada, 2015; Shoji i sur., 1977a; Shoji i
sur., 1997b). Vezu se za lipid A na vanjskoj membrani gram-negativnih bakterija da bi doslo
do disrupcije vanjske membrane, a zatim permeabilizacije i disrupcije unutarnje membrane. U

vecini slucajeva rezistencija se pojavljuje kod sojeva s modifikacijom lipida A ¢ime se
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smanjuje njegov neto negativan naboj, a time i afinitet za polimiksin (Cochrane i Vederas,
2014). Industrijska proizvodnja polimiksina B i E provodi se pomocu sojeva P. polymyxa
(Tambadou i sur., 2015). Koriste se u antibiotskim kremama Neosporinu® i Polysporinu®
(obje sadrze polimiksin B) za lijeCenje i prevenciju lokalnih infekcija koze te kao zadnja linija
lijecenja internih infekcija multirezistentnim bakterijama (Velkov i sur., 2010). Polimiksin B
se takoder nalazi u Maxitrol® masti i kapima za oko (HALMED, 2021). Polimiksini su se
intenzivno koristili od 1940-ih do 1970-ih godina za lije¢enje infekcija uzrokovanih gram-
negativnim bakterijama, no njihova klinicka upotreba ograni¢ena je zbog toksi¢nosti za
srediS$nji ziv¢ani sustav i bubrege (Grady i sur., 2016). Sintetickim modifikacijama mogu se
dobiti polimiksini s poboljsanim farmakokineti¢kim svojstvima i aktivno§¢u protiv rezistentnih
bakterija (Velkov i sur., 2014). Cikli¢ki nekationski lipopeptidi su fusaricidini pronadeni u P.
polymyxa KT-8 (Kajimura i Kaneda, 1996). Fusaricidini pokazuju antagonisticku aktivnost
prema fungima, ukljuéuju¢i mnoge vazne fitopatogene te razne gram-pozitivne bakterije.
Prirodne i sinteti¢ki modificirane strukture mogu se kemijski sintetizirati ¢cime se poboljsava
stabilnost i smanjuje nespecifi¢na citotoksi¢nost prema humanim stanicama (Bionda i sur.,

2013).

2.5. LIGNOCELULOZNE SIROVINE KAO OBNOVLJIVI I1ZVORI UGLJIKA

Iscrpljivanje rezervi fosilnih goriva i rastuca potreba za energijom povecali su potraznju za
alternativnim i ¢istim izvorom energije (Mankar i sur., 2021). Lignocelulozna biomasa
predstavlja odrzivu alternativu fosilnim izvorima ugljika za proizvodnju biogoriva druge
generacije i proizvodnju biokemikalija, bez ugrozavanja globalne sigurnosti hrane (Chandel i
sur., 2018). Lignocelulozna biomasa obnovljiv je izvor organskog materijala biljnog podrijetla.
U lignocelulozne sirovine se ubrajaju poljoprivredni i drvni ostaci, energetski usjevi, otpad
drvne industrije, aktivni mulj, komunalni otpad te otpad iz prehrambene industrije (Ivanéi¢
Santek i sur., 2016; Ullah i sur., 2015). Tri glavne komponente lignocelulozne biomase su
celuloza (35 - 50 %), hemiceluloza (20 - 35 %) i lignin (5 - 30 %) (Kassaye i sur., 2016). Udio
ovih komponenti moze znacajno varirati ovisno o izvoru sirovine, pri ¢emu vecina Sirovina
sadrzi najviSe celuloze (Mankar i sur., 2021). Celuloza je linearni polisaharid koji se sastoji od
B-D-glukopiranoznih jedinica medusobno povezanih -1,4-glikozidnim vezama (Dora i sur.,
2012). Kristalna struktura, visok stupanj polimerizacije (do 10 000 jedinica) te prisutnost inter-
i intramolekulskih vodikovih veza izmedu slobodnih hidroksilnih skupina celuloze, ¢ine ju vrlo

otpornom na kemijsku i enzimsku hidrolizu (Kassaye i sur., 2016). Dvije jedinice glukoze u
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lancu celuloze ¢ine celobiozu (dimer). Hemiceluloza se odnosi na skupinu heteropolimera, a
sadrzi razli¢ite monosaharidne podjedinice (pentoze i heksoze) koje tvore ksilane,
arabinoksilane, manane, glukomanane, ksiloglukane i dr. (McKendry, 2002). Stupanj
polimerizacije hemiceluloze u rasponu je od 100 do 200 jedinica, $to je puno manje u odnosu
na celulozu (Mota i sur., 2018). Hemiceluloza lignocelulozne biomase moze biti acetilirana $to
uzrokuje ometanje vezanja enzima na celulozu i promjenu njene hidrofobnosti (Pan i sur.,
2006). Hemiceluloza je amorfna struktura manje ¢vrstoce i lako se hidrolizira razrijedenim
kiselinama ili luzinama te hemicelulazama (Isikgor i Becer, 2015). Hemicelulozna frakcija
djeluje kao vezivno sredstvo celuloze i lignina te povecava krutost lignocelulozne biomase
(Quereshi i sur., 2020). Lignin je vrlo sloZeni amorfni heteropolimer graden od fenilpropanskih
jedinica (p-kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol) medusobno povezanih
kovalentnim i eterskim vezama (Agbor i sur., 2011). Odgovoran je za hidrofobnost i povecava
¢vrstocu staniCne stijenke. Lignin fizi€ki ograni¢ava dostupnost polisaharida hidrolitickim
enzimima, a takoder moze ireverzibilno adsorbirati celulaze i druge enzime tijekom procesa
enzimske hidrolize zbog svojih hidrofobnih strukturnih znacajki (Zeng i sur., 2014; Kumar i
Wyman, 2009).

2.5.1. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Otpornost lignoceluloznih sirovina na enzimsku hidrolizu posljedica je kompleksnosti i
heterogenosti  strukturnih polimera lignoceluloze. Faktori koji utjeu na otpornost
lignocelulozne biomase dijele se na strukturne (kristali¢nost i specifi¢na povrSina celuloze,
stupanj polimerizacije, veli¢ina i volumen pora) te kemijske (sastav i udio acetilnih skupina,
lignina, hemiceluloze) (Zoghlami i Paés, 2019). Predobrada je kljucan korak kojim se mijenja
lignocelulozna struktura i povecava pristup hidrolitickim enzimima koji konvertiraju
polisaharide u fermentabilne Secere (Mosier i sur., 2005). Do poboljsanja enzimske hidrolize
lignoceluloznog materijala dolazi povecanjem specifi¢ne povrsine i poroznosti, uklanjanjem ili
modifikacijom strukture lignina, smanjenjem kristalicnosti celuloze, djelomi¢nom

depolimerizacijom ili uklanjanjem hemiceluloze (Harmsen i sur., 2010).

Metode predobrade dijele se na fizikalne, kemijske, fizikalno-kemijske i bioloske.
Fizikalne metode predobrade opéenito se koriste za smanjenje veli¢ine ¢estica biomase ¢ime
se povecava specificna povrS§ina materijala. Fizikalne metode uklju¢uju mehanicko
usitnjavanje, ekstruziju, pirolizu, ultraljubicasto ili mikrovalno zracenje te ultrazvuk (Mankar

i sur., 2021; Mardetko i sur., 2018). Mehanicko usitnjavanje primjerice, kuglicnim mlinovima,
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smanjuje kristalicnost i1 stupanj polimerizacije celuloze, poboljSava prijenos mase tijekom
procesa zbog smanjenja veli¢ine Cestica te olakSava pristup hidrolitickim enzimima. Glavni
nedostaci ove tehnike su visoka potrosnja energije i nemogucnost uklanjanja lignina (Mankar
i sur., 2021). Obi¢no se mehanicko usitnjavanje primjenjuje zajedno s drugim metodama radi

smanjenja veli¢ine Cestica prije daljnje kemijske ili bioloSke predobrade (Sun i sur., 2016).

Kemijske metode predobrade uklju¢uju primjenu kiselina, luzina, ionskih tekucina,
organskih otapala, ozona i dr. Predtretman kiselinom koristi se uglavnhom za uklanjanje
hemiceluloze ¢ime se povecava slobodna povrSina celuloze, a time i uspjeSnost enzimske
hidrolize (Veluchamy i sur., 2018). Najcesce koristene kiseline su sumporna, octena, fosforna
kiselina, a mogu se primijeniti i dusi¢na, klorovodi¢na, mravlja i druge (Rezania i sur., 2020;
Sun i sur., 2016). Predobrada se moze provesti razrijedenom kiselinom (0,5 - 2,5 % w/w) pri
povisenim temperaturama (100 - 220 °C) ili koncentriranom kiselinom (30 - 70 % w/w) pri
relativno niskim temperaturama (< 50 °C) (Mankar i sur., 2021; Den i sur., 2018; Sun i sur.,
2016; Harmsen i sur., 2010). Predtretman razrijedenom kiselinom tro8i manje koli¢ine kiseline,
ali vecu koli¢inu energije zbog visokih temperatura procesa. S druge strane, primjenom
koncentriranih kiselina ostvaruje se visok prinos monomernih $eéera, fleksibilnost glede izbora
sirovina te manji utro$ak energije zbog blazih uvjeta odvijanja procesa. Medutim, nedostaci
primjene koncentrirane kiseline su $tetnost za okoli§, potreba za reciklacijom kiseline radi
smanjenja troskova te visok rizik od korozije opreme (Harmsen i sur., 2010). Opéenito su
prednosti primjene kiselinske hidrolize jednostavnost izvodenja i niska cijena (Sun i sur.,
2016). Glavni nedostatak kiselinske hidrolize je stvaranje mikrobnih inhibitora, budu¢i da se
fermentabilni Se¢eri mogu razgraditi do furfurala i 5-hidroksimetilfurfurala (Mardetko i sur.,
2018; Harmsen i sur., 2010). Takoder, primjena ove metode zahtijeva neutralizaciju prije
procesa fermentacije, obzirom da je pH vrijednost dobivenog kiselinskog hidrolizata vrlo niska.

Neutralizacija se provodi luzinama pri ¢emu nastaje kruti otpad (Harmsen i sur., 2010).

Bioloska predobrada ukljucuje primjenu mikroorganizama ili enzima za razgradnju
lignoceluloze. Najcesce se primjenjuju bakterije te plijesni smedeg, bijelog i mekog truljenja
koje proizvode enzime za razgradnju lignina, hemiceluloze i celuloze (Sindhu i sur., 2016).
Enzimi koji razgraduju lignin ukljucuju lakaze i peroksidaze (lignin peroksidaza i mangan
peroksidaza). Celulaze kataliziraju hidrolizu B-1,4-glikozidnih veza celuloze. Konverzija
celuloze u glukozu zahtijeva djelovanje triju enzima — endoglukanaze, celobiohidrolaze i -
glukozidaze. Endokglukanaze hidroliziraju p-1,4-glikozidne veze u lancu celuloze,

celobiohidrolaze odcjepljuju celobiozu s kraja lanca, dok B-glukozidaze konvertiraju celobiozu
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u glukozu (Himmel i sur., 1996). Nadalje, ksilanaze kataliziraju hidrolizu ksilana koji se sastoji
od pentoza kao Sto je ksiloza. Potpuna hidroliza ksilana zahtijeva djelovanje viSe ksilanaza s
razli¢itim djelovanjem (Binod i sur., 2011). Mikrobni izvori za komercijalnu proizvodnju
ksilanaza ukljucuju Aspergillus niger, Bacillus, Trichoderma reesei i Humicola insolens
(Sindhu i sur., 2016). Bioloska predobrada je ekoloski prihvatljiva metoda, odvija se u blagim
uvjetima, ne zahtijeva puno energije i tijekom procesa ne dolazi do stvaranja mikrobnih
inhibitora. Medutim, to je relativno dugotrajan proces (Sindhu i sur., 2016; Sun i sur., 2016).
Odabirom najucinkovitijeg soja i optimizacijom uvjeta uzgoja moze se povecati uc¢inkovitost
procesa smanjenjem vremena predobrade i gubitka ugljikohidrata (Kuijk i sur., 2015). Vazni
procesni parametri koji utjeCu na bioloSku metodu predobrade su sastav lignocelulozne
biomase, koriSteni mikroorganizam, koncentracija inokuluma, temperatura, pH, vrijeme

inkubacije, sadrzaj vlage te brzina aeracije (Sindhu i sur., 2016).

2.5.1.1. Mikrobni inhibitori nastali kiselinskom predobradom

Mikrobni inhibitori, nastali kiselinskom predobradom lignoceluloznih sirovina, zapravo su
produkti razgradnje oslobodenih fermentabilnih Secera i lignina. Najces¢i inhibitori pronadeni
u Kiselinskim hidrolizatima su alifatske kiseline (octena, mravlja, levulinska Kiselina),
aromatski spojevi (fenoli) nastali razgradnjom lignina, furfural i 5-hidroksimetilfurfural (HMF)
(Lee i sur., 2013). Octena kiselina prvenstveno nastaje hidrolizom acetilnih skupina
hemiceluloze, mravlja kiselina nastaje razgradnjom furfurala i HMF, dok levulinska kiselina
nastaje kao produkt razgradnje HMF. Sadrzaj alifatskih kiselina u hidrolizatima jako varira te
ovisi o koriStenoj sirovini i procesu predobrade. Sirovine s visokim udjelom acetiliranog
ksilana (poljoprivredni ostaci i tvrdo drvo) daju vece koncentracije alifatskih kiselina u odnosu
na sirovine kao §to je meko drvo (Jonsson i sur., 2013). Nedisocirane kiseline difuzijom ulaze
u stanicu gdje zbog neutralnog citosolnog pH disociraju. Disocijacija kiselina dovodi do
smanjenja unutarstani¢nog pH §to moze dovesti do smrti stanice (Pampulha i Loureiro-Dias,
1989). Nadalje, furfural nastaje razgradnjom pentoza (ksiloze, arabinoze), a HMF razgradnjom
heksoza (manoze, glukoze, galaktoze). Inhibitori imaju jak uéinak na mikroorganizme koji se
koriste u procesu fermentacije zbog razgradnje DNA, redukcije sinteze RNA $§to rezultira

otezanom enzimskom aktivnosc¢u (Lorenci Woiciechowski i sur., 2020).

Obzirom da je stvaranje inhibitora tijekom kiselinske hidrolize neizbjezno, razvijen je niz
razli¢itih fizikalnih, kemijskih i1 bioloskih tehnika za njihovo uklanjanje iz dobivenih
lignoceluloznih hidrolizata. Fizikalne metode ukljucuju ionsku izmjenu, ekstrakciju organskim

otapalima, membranske procese, adsorpciju aktivnim ugljenom ili zeolitima. Kemijske metode
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temelje se na konverziji inhibitora u spojeve koji su manje toksiéni (Lee i sur., 2013; Liu i sur.,

2004). Bioloska metoda podrazumijeva primjenu mikroorganizama za uklanjanje inhibitora iz

kiselinskog hidrolizata (Okuda i sur., 2008; Lépez i sur., 2004).

2.5.2. Otpadni pivski trop

Tijekom procesa proizvodnje piva nastaje znacajna koli¢ina razli¢itih nusproizvoda, od
kojih su najzastupljeniji pivski trop i otpadni pivski kvasac. Pivski trop je netopljivi kruti
ostatak dobiven nakon proizvodnje sladovine i ¢ini 85 % ukupnih nusproizvoda pivarske
industrije (Tang i sur., 2009). Na 100 L proizvedenog piva moze se dobiti oko 20 kg pivskog
tropa (Mussatto i sur., 2006). Zbog dostupnosti, niske cijene i nutritivnih vrijednosti predstavlja
dobru sirovinu za razli¢ite biotehnoloske procese. Medutim, tradicionalno se koristi samo kao
krmivo, a razlog nedovoljnoj iskoriStenosti otpadnog pivskog tropa njegov je kompleksan
sastav i visok sadrzaj vlage, §to otezava skladiStenje i transport. Zbog brze mikrobne razgradnje
(kvarenja) obi¢no se odlaze kao otpadni materijal prije nego Sto se iskoristi kao sirovina
(Robertson i sur., 2010). Pivski trop sadrzi neekstrahirane tvari mljevenog zrna slada (pljevica,
ugljikohidrati) i ubraja se u lignocelulozne sirovine (sadrzi oko 20 % proteina i 70 % vlakana).
Kemijski sastav varira ovisno o sorti jeéma te postupcima sladenja i ukomljavanja (Mussatto i
sur., 2006). Zbog visokog udjela polisaharida pivski trop ima velik potencijal primjene u
industrijskim procesima proizvodnje etanola, mlijecne kiseline, butanola, ksilitola, enzima,
oligosaharida i drugih proizvoda (Ferraz i sur., 2013). Njegovom razgradnjom oslobadaju se
fermentabilni Seceri koje mikroorganizmi mogu koristiti za rast i proizvodnju biokemikalija.
Posljednjih godina pivski trop privukao je paznju kao dodatak proizvodima namijenjenim za
ljudsku prehranu zbog bioaktivnih komponenti koje uklju¢uju sekundarne metabolite kao $to
su alkaloidi, antibiotici, fenolne kiseline, pigmenti i dr. (Martins i sur., 2011). Fenolne kiseline
smatraju se prirodnim antioksidansima koje se povezuju s prevencijom kardiovaskularnih,
neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa i odredenih oblika karcinoma (Connolly i sur., 2014;
Barbosa-Pereira i sur., 2013). Nadalje, dodatak pivskog tropa sto¢noj hrani dovodi do
povecanja prinosa mlijeka, veéeg sadrzaja masti u mlijeku, a takoder je dobar izvor esencijalnih

aminokiselina (Ikram i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Radni mikroorganizam koristen tijekom istrazivanja bila je bakterija Paenibacillus

polymyxa DSM 742 iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inZenjerstvo,

industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada. Radna kultura ¢uvana je pri 4 °C na

odgovarajucoj hranjivoj podlozi, u Petrijevim zdjelicama.

3.1.2. Kemikalije, enzimi i sirovine

U tablici 1 navedene su kemikalije i komercijalni enzimi koristeni u istraZivanju.

Tablica 1. Kemikalije i komercijalni enzimi koristeni prilikom izrade ovog rada

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodac
amonijev acetat >98 % Merck KgaA, Njemacka
amonijev sulfat >99 % Honeywell, SAD

mesni ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Liofilchem, Italija

pepton za upotrebu u biotehnologiji Fischer Scientific, UK
glukoza >99 % Sigma-Aldrich, SAD
ksiloza >99 % Sigma-Aldrich, SAD

kvascev ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Liofilchem, Italija

magnezijev sulfat

heptahidrat >99 % LACH NER d.o.0., Ceska
eptahidra
kalijev dihidrogenfosfat >99 % Kemika, Hrvatska
kalijev hidrogenfosfat >98 % Kemika, Hrvatska
mravlja kiselina ~98 % Honeywell, SAD
octena kiselina 99,5 % Avantor, SAD
sumporna kiselina 96 % Merck KgaA, Njemacka
zeljezov sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kobaltov klorid heksahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
bakrov sulfat pentahidrat 99 % Honeywell, SAD
borna kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
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Tablica 1. Kemikalije i komercijalni enzimi koristeni prilikom izrade ovog rada — nastavak

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodad
natrijev molibdat dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kalijev natrijev tartarat p.a. Kemika, Hrvatska
mikrokristali¢na celuloza 99 % Sigma-Aldrich, SAD
karboksimetilceluloza 99 % Sigma-Aldrich, SAD
silan 5 95 0 Biosyrith Carbosynth,
Svicarska
dinitrosalicilna kiselina 96 % Kemika, Hrvatska
natrijev sulfit p.a. Kemika, Hrvatska
natrijev hidroksid >98 % Merck KgaA, Njemacka
fenol 99 % Kemika, Hrvatska
stanol 96 % GRAM-MOL d.o.0.,
Hrvatska
aktivni ugljen p.a. Kemika, Hrvatska
agar tehnicki Biolife, Italija
CSL za upotrebu u biotehnologiji Dynamite Baits, UK
protupjenic za upotrebu u biotehnologiji Sigma-Aldrich, SAD

cinkov sulfat heptahidrat

99 %

Merck KgaA, Njemacka

Cellulase enzyme blend

za upotrebu u biotehnologiji

Sigma-Aldrich, SAD

Viscozyme L, enzyme blend

za upotrebu u biotehnologiji

Novozyme, Danska

Hemicellulase from

Aspergillus niger

za upotrebu u biotehnologiji

Sigma-Aldrich, SAD

Kao lignocelulozna sirovina, u ovom istraZivanju, koristen je otpadni pivski trop dobiven
tijekom proizvodnje piva u mikropivovari Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo,
industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada. Kemijski sastav otpadnog pivskog tropa
I ¢vrste faze dobivene nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize pivskog tropa prikazan je u
tablici 2.
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Tablica 2. Kemijski sastav suhe tvari otpadnog pivskog tropa i ¢vrste faze nakon

dvostupanjske kiselinske hidrolize pivskog tropa

Tvar Maseni udio u otpadnom Maseni udio u ¢vrstoj fazi
pivskom tropu (%) nakon Kiselinske hidrolize (%)
glukoza 23,80 30,78
ksiloza 14,74 6,86
arabinoza 19,19 6,61
topivi lignin 15,46 5,81
netopivi lignin 16,58 46,13
furani 0,01 0,0045
mravlja kiselina 0 0
octena kiselina 0 0

* ostatak do 100 % ¢ini pepeo

3.1.3. Hranjive podloge

3.1.3.1. Kemijski definirane hranjive podloge

Za uzgoj inokuluma bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 koristena je kemijski
definirana hranjiva podloga koja sadrzi mesni ekstrakt (3 g/L), pepton (5 g/L) i glukozu (1 g/L).
Radna kultura ¢uvana je na Cvrstim hranjivim podlogama istog sastava, uz dodatak agara

koncentracije 15 g/L.

U tablici 3 naveden je sastav kemijski definiranih hranjivih podloga koristenih za uzgoj
bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u Erlenmeyerovim tikvicama, na razli¢itim

izvorima dusika.

U tablici 4 prikazan je kemijski sastav hranjivih podloga za uzgoj bakterije Paenibacillus

polymyxa DSM 742 i proizvodnju lignocelulolitickih enzima u Erlenmeyerovim tikvicama.

Pojedini uzgoji bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijesalom,
provedeni su u kemijski definiranoj hranjivoj podlozi koja simulira sastav kiselinskog

hidrolizata otpadnog pivskog tropa ¢iji je sastav prikazan u tablici 5.

Pri svakom uzgoju, u svaku podlogu, dodano je 3 ml/L otopine elemenata u tragovima

sastava navedenog u tablici 6. Otopina se ¢uva u hladnjaku pri 4 °C.
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Tablica 3. Sadrzaj soli, izvora ugljika i dusika te faktora rasta u kemijski definiranim

hranjivim podlogama za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u

Erlenmeyerovim tikvicama na razli¢itim izvorima dusika

Uzgoj na razlicitim izvorima duSika

Podlogal | Podloga2 | Podloga3 | Podloga4 | Podloga5
Tvar v (g/L)
glukoza 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
kvascéev ekstrakt 5,0 10,0 - - -
pepton 5,0 - 10,0 - -
CSL - - - 10,0 -
mesni ekstrakt - - - - 10,0
magnezijev sulfat
_ 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
heptahidrat
kalijev
o 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
dihidrogenfosfat
kalijev
) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
hidrogenfosfat
amonijev acetat 5,0 5,0 50 5,0 5,0
amonijev sulfat 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
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Tablica 4. Sastav kemijski definiranih hranjivih podloga za uzgoj i proizvodnju enzima

bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u Erlenmeyerovim tikvicama

Podloga A Podloga B Podloga C
Tvar v (g/L)
ksilan 5,0 - -
celuloza - 5,0 -
karboksimetilceluloza - - 5,0
kvascev ekstrakt 50 5,0 5,0
pepton 50 50 50
magnezijev sulfat
heptahidrat 0.2 0.2 02
kalijev dihidrogenfosfat 3,5 3,5 3,5
kalijev hidrogenfosfat 2,5 2,5 2,5
amonijev acetat 50 5,0 5,0
amonijev sulfat 4,0 4,0 4,0

Tablica 5. Sastav kemijski definirane podloge koja simulira kiselinski hidrolizat pivskog

tropa za uzgoje bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijesalom

Kemikalija v (g/L)
glukoza 24,0
ksiloza 11,0
kvascev ekstrakt 50
pepton 50
magnezijev sulfat heptahidrat 0,2
kalijev dihidrogenfosfat 3,5
kalijev hidrogenfosfat 2,5
amonijev acetat 5,0
amonijev sulfat 4,0
mravlja kiselina 0,5
octena kiselina 0,8




Tablica 6. Kemijski sastav otopine elemenata u tragovima za uzgoj bakterije Paenibacillus
polymyxa DSM 742

Kemikalija v (g/L)
zeljezov sulfat heptahidrat 2,500
kobaltov klorid heksahidrat 0,075

bakrov sulfat pentahidrat 0,031
borna kiselina 0,258
natrijev molibdat dihidrat 0,023
kalijev natrijev tartarat 2,100

3.1.3.2. Kompleksne hranjive podloge za uzgoj u bioreaktoru s mijesalom

Tijekom Sarznih uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata,
u bioreaktoru s mijesalom, koristene su tri kompleksne hranjive podloge. Kao prva podloga za
uzgoj koristena je mjeSavina tekuéih faza dobivenih dvjema Sarzama Kiselinske hidrolize
(predobrade) otpadnog pivskog tropa u visokotlatnom reaktoru (poglavlje 3.2.2.). Odredeni
volumen mjesavine dobivenih kiselinskih hidrolizata podvrgnut je detoksikaciji aktivnim
ugljenom (poglavlje 3.2.3.5.) te koristen kao prihrana tijekom uzgoja u bioreaktoru s mijesalom
na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa. Cvrsta faza zaostala nakon kiselinske
predobrade otpadnog pivskog tropa enzimski je hidrolizirana (poglavlje 3.2.2.) ¢ime je
dobivena tekuca faza koriStena kao tre¢a podloga za uzgoj. Sastav kompleksnih podloga

koristenih za uzgoj u bioreaktoru s mijesalom prikazan je u tablici 7.
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Tablica 7. Kemijski sastav kompleksnih hranjivih podloga za uzgoj bakterije Paenibacillus

polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijeSalom

Podloga KH Podloga DKH
o L Podloga EH
(kiselinski (detoksicirani kiselinski S
o S (enzimski hidrolizat)
hidrolizat) hidrolizat)
Tvar v (g/L)
glukoza 15,91 11,40 26,55
ksiloza 10,97 7,89 10,95
arabinoza 4,54 4,50 0,0
mravlja Kiselina 1,68 1,49 2,2
octena kiselina 0,78 0,68 7,26

3.1.4. Oprema i uredaji

3.1.4.1. Centrifuge

Za izdvajanje bakterijske biomase iz hranjive podloge koriStena je centrifuga Thermo
Scientific SL 8R (Thermo Fischer Scientific, SAD) pri 8000 rpm. Za izdvajanje tekuce faze
nakon detoksikacije kiselinskog hidrolizata otpadnog pivskog tropa i tekuce faze nakon
enzimske hidrolize ¢vrste faze zaostale nakon provedene kiselinske hidrolize, koristena je
centrifuga Beckman, Model J-21B, Njemacka, pri 5000 rpm. Tijekom pripreme uzoraka za
UPLC analizu koriStena je centrifuga CF-10 High-Performance (Witeg, Njemacka) pri 10 000

rpm.

3.1.4.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity II (Santa Clara, SAD) koriSten je za
odredivanje koncentracija supstrata i produkata u uzorcima izuzetim tijekom provedenih
uzgoja (slika 3). Uredaj se sastoji od pumpe (G7104A 1290 Flexible Pump), injektora (G7129B
1290 Vialsampler), pe¢nice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex)
dimenzija 150 x 7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektora indeksa loma (G7162A
1260 RID) te racunalnog softvera za obradu podataka (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza
koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline protoka 0,6 ml/min, a volumen analiziranog

uzroka iznosio je 10 pL.
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Slika 3. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity 1) (vlastita fotografija)

3.1.4.3. Spektrofotometar

Spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) koristen je
za odredivanje opticke gustoce hranjive podloge kao indirektnog pokazatelja rasta biomase
bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 pri valnoj duljini od 600 nm, koriste¢i staklene
kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka). Nadalje, za mjerenje
apsorbancije pri valnoj duljini od 575 nm (odredivanje koncentracije glukoze i ksiloze) i 595
nm (odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu) koristene su plasti¢ne kivete. Za
spektrofotometrijsko odredivanje udjela lignina topivog u kiselini (mjerenjem apsorbancije pri
205 nm) te odredivanje furana (mjerenjem apsorbancije pri 284 i 320 nm), koristene su kvarcne

kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka).

3.1.4.4. Vage

Za vaganje kemikalija i suhe tvari otpadnog pivskog tropa koristena je analitiCka vaga
Acculab ALC210.4 (SAD), a za ostale potrebe vaganja koriStena je tehnicka vaga Tehtnica ET-
1211 (Slovenija).

3.1.4.5. SuSionik
Za susenje otpadnog pivskog tropa (prije i nakon predobrade) koriSten je suSionik

Instrumentaria ST-50 (Hrvatska).
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3.1.4.6. Tresilica za mikrobioloske uzgoje

Uzgoji bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u Erlenmeyerovim tikvicama provedeni
su na tresilici Certomat RM (B. Braun Biotech. International, Sartorius group, Njemacka) pri
30 °C i 130 rpm.

3.1.4.7. Visokotlacni reaktor za predobradu lignoceluloznih sirovina

Za kiselinsku predobradu lignocelulozne sirovine (otpadnog pivskog tropa) koristen je
visokotla¢ni reaktor tvrtke Marus-ATM (Zagreb, Hrvatska) ukupnog volumena 20 L (slika 4).
Uredaj se sastoji od reaktorske posude za predobradu sirovine, perforirane kosare u koju se
stavlja sirovina, a zatim prelijeva razrijedenom sumpornom kiselinom, plasta za zagrijavanje
reaktora koji sadrzi termiCko ulje (grije se u vanjskoj posudi elektri¢nim grijac¢ima), pumpe
koja omogucava strujanje zagrijanog ulja unutar plasta, ventila za ispuStanje tekuce faze,
zastitne jedinice i kontrolne jedinice za regulaciju procesnih parametara. Na kraju procesa, tlak
u reaktoru izjednacava se s atmosferskim tlakom pomocu ventila na gornjoj strani reaktora.
Nakon hladenja, tekuéi dio hidrolizata ispusta se otvaranjem ventila na dnu reaktora, a ¢vrsti

dio zaostaje u perforiranoj kosari koja se vadi s gornje strane.
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Slika 4. Visokotla¢ni reaktor za obradu lignoceluloznih sirovina (vlastita fotografija)
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3.1.4.8. Bioreaktor s mijesalom

Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 te $arzni uzgoji spomenute
bakterije s pritokom supstrata, provedeni su u bioreaktoru s mijesalom Biostat Cplus (Sartorius
BBI Systems GmbH, Njemacka) izradenom od nehrdajuceg ¢elika, ukupnog volumena 42 L
(slika 5). Opremljen je mijeSalom s tri podesive turbine koje imaju po 6 ravnih lopatica.
Elektromotor snage 2,09 kW pokre¢e mijeSalo. Maksimalna brzina rotacije mijeSala iznosi
3000 rpm. Bioreaktor je opremljen kontrolnom jedinicom sa sustavom za mjerenje i regulaciju
temperature, pH vrijednosti podloge, protoka zraka, brzine rotacije mijesala, razine pjene,
parcijalnog tlaka kisika u podlozi, izlaznih plinova (O2 i CO>) i turbidimetrom. Na poklopcu
bioreaktora nalaze se ulazni i izlazni membranski filteri za zrak te ulazi za inokulaciju i
dodavanje razli¢itih otopina (npr. za korekciju pH) pomocéu ugradenih peristaltickih pumpi.

Sterilizacija bioreaktora provodi se vodenom parom preko plasta.

Slika 5. Bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBl Systems GmbH, Njemacka)
(vlastita fotografija)
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3.1.4.9. Ostala oprema

Od ostale opreme i pribora koriSten je pH metar, autoklav za sterilizaciju podloga,
laboratorijskog posuda i dijelova bioreaktora (Sutjeska, Jugoslavija), zamrziva¢ za pohranu
uzoraka pri -20 °C, vakuum pumpa za filtraciju ILMVAC GmbH, Njemacka), termomikser
TS-100 (BioSan, Latvija) za mijeSanje i odrzavanje stalne temperature prilikom odredivanja
enzimske aktivnosti, vortex mijeSalica, magnetna mijeSalica, plamenici te stakleno i plasti¢no

laboratorijsko posude.

3.2. METODE
3.2.1. Priprema inokuluma

Kemijski definirana hranjiva podloga koristena za uzgoj inokuluma bakterije Paenibacillus
polymyxa DSM 742 pripremljena je na nacin da se u odgovarajuc¢i volumen demineralizirane
vode dodaju i otope prethodno izracunate i odvagane mase potrebnih sastojaka (pepton 5 g/L,
mesni ekstrakt 3 g/L, glukoza 1 g/L). U Erlenmeyerove tikvice dodano je po 100 ml tako
pripremljene podloge za inokulum, a zatim su tikvice stavljene na sterilizaciju u autoklav pri
121 °C / 20 min. Nakon sterilizacije i hladenja podloge, sterilno je dodano po 3 ml/L otopine
elemenata u tragovima preko sterilnog filtera veli¢ine pora 0,2 um. Iz jedne Erlenmeyerove
tikvice pipetmanom je dodano po 20 ml tako pripremljene hranjive podloge u sterilne tikvice

volumena 50 ml (za prvu fazu uzgoja inokuluma).

Uzgoj inokuluma zapocinje precjepljivanjem prethodno porasle kulture bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742, pomocu sterilne uSice, s ¢vrste podloge u Petrijevim
zdjelicama (jednakog sastava kao i tekuca podloga, uz dodatak 15 g/L agara) u 20 ml tekuce
hranjive podloge za inokulum. Uzgoj se provodi preko noci, na tresilici, pri 130 rpm i
temperaturi od 30 °C. Zatim se 10 ml tako uzgojene prekono¢ne kulture precijepi u 100 ml

pripremljene hranjive podloge za inokulum te preko noc¢i uzgaja u istim uvjetima.

3.2.2. Predobrada otpadnog pivskog tropa

Kao sirovina za pripremu hranjivih podloga za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa
DSM 742 u bioraktoru s mijeSalom, koristen je otpadni pivski trop. Provedene su dvije Sarze
kiselinske hidrolize u visokotla¢nom reaktoru pri 180 °C tijekom 10 minuta (Mardetko i sur.,
2018). Za jednu sarzu predobrade 1 kg suhe tvari otpadnog pivskog tropa koristeno je 10 L 0,5
% otopine H2SO4. Nakon prve Sarze predobrade izdvojeno je 6,8 L tekuce faze (kiselinski

hidrolizat pivskog tropa), a nakon druge $arze izdvojeno je 5,5 L tekuce faze te ukupno 370 g

25



Cvrste faze (nehidrolizirani ostatak pivskog tropa). Mjesavina dobivenih tekucih faza koriStena
je kao podloga za Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom

supstrata, u bioreaktoru s mijesalom (poglavlje 3.2.3.4.).

Cvrsta faza zaostala nakon kiselinske hidrolize otpadnog pivskog tropa podvrgnuta je
enzimskoj hidrolizi. 350 g suhe tvari ¢vrste faze pomijesano je s 5 L acetatnog pufera pH 5, a
zatim su dodani enzimi Viscozyme L 2,5 % vol/vol (Novozyme, Danska), Cellulase enzyme
blend 2 % vol/vol (Sigma-Aldrich, SAD) te Hemicellulase from Aspergillus niger 1 % vol/vol
(Sigma-Aldrich, SAD). Enzimska hidroliza trajala je 72 sata uz kontinuirano mijeSanje na
zatvorenoj tresilici pri 130 rpm i temperaturi od 50 °C. Nakon hidrolize, dobiveni sadrzaj
centrifugiran je pri 5000 rpm tijekom 30 minuta, a zatim profiltriran preko Blichnerovog
lijevka, ¢ime je izdvojeno 3,8 L tekuce faze (enzimskog hidrolizata). Dobiveni enzimski
hidrolizat steriliziran je u autoklavu (121 °C / 15 min) te koristen kao podloga za $arZzni uzgoj
bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom
(poglavlje 3.2.3.6.).

3.2.3. Priprema hranjivih podloga

3.2.3.1. Priprema hranjive podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na
razlicitim izvorima dusika

Pripremljene su kemijski definirane hranjive podloge za ispitivanje utjecaja razlicitih
izvora dus$ika na rast bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742. U odgovaraju¢i volumen
demineralizirane vode dodane su prethodno izraCunate i odvagane mase potrebnih tvari prema
tablici 3 (dodane su sve tvari osim glukoze koja se dodaje naknadno). U Erlenmeyerove tikvice
dodano je po 150 ml pripremljenih podloga s razli€itim izvorima dusSika (podloga 1 sadrzavala
je pepton i kvascev ekstrakt, podloga 2 sadrzavala je samo kvascev ekstrakt, podloga 3 samo
pepton, podloga 4 CSL, a podloga 5 mesni ekstrakt). pH vrijednost hranjivih podloga podesena
je na 6,5 dodatkom krutog natrijeva hidroksida uz eventualnu korekciju dodatkom sumporne
kiseline. Pripremljena je koncentrirana otopina glukoze (500 g/L) te otopina elemenata u
tragovima sastava prikazanog u tablici 6. Nakon sterilizacije (121 °C / 20 min) i hladenja, u
svaku tikvicu sterilno je profiltrirano 3 ml/L otopine elemenata u tragovima preko sterilnog
filtera veli¢ine pora 0,2 um te odgovarajuci volumen sterilne koncentrirane otopine glukoze

tako da pocetna koncentracija bude 15 g/L.
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3.2.3.2. Priprema hranjive podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 i
proizvodnju enzima

Pripremljene su hranjive podloge za ispitivanje rasta bakterije Paenibacillus polymyxa
DSM 742 i sposobnosti proizvodnje ekstracelularnih lignoceluloliti¢kih enzima na ksilanu,
celulozi ili karboksimetilcelulozi (CMC) kao izvorima ugljika. U odgovaraju¢i volumen
demineralizirane vode dodane su prethodno izracunate i odvagane mase tvari prema tablici 4.
Volumen hranjivih podloga iznosio je 150 ml, a pH vrijednost podloga podesena je na 6,5
dodatkom krutog natrijeva hidroksida. Nakon sterilizacije (121 °C/ 15 min) i hladenja, u svaku

tikvicu dodano je 3 ml/L sterilno profiltrirane otopine minerala u tragovima.

3.2.3.3. Priprema hranjive podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u
bioreaktoru s mijesalom na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata otpadnog
pivskog tropa

Pripremljeno je 5,5 L kemijski definirane hranjive podloge za Sarzni i $arzni uzgoj bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, sastava
prikazanog u tablici 5. U odgovarajuéem volumenu demineralizirane vode otopljene su
prethodno izracunate i odvagane mase potrebnih tvari (osim glukoze i ksiloze koje se dodaju
naknadno u obliku koncentriranih otopina). Pripremljena podloga je pomocu lijevka ulivena u
bioreaktor s mijeSalom nakon ¢ega je slijedila sterilizacija in situ pri 121 °C tijekom 20 minuta.
Nakon sterilizacije i hladenja bioreaktora na temperaturu uzgoja (30 °C), pomocu pumpe,
dodana je sterilno profiltrirana otopina minerala u tragovima (3 ml/L) i odgovaraju¢i volumeni
sterilnih koncentriranih otopina glukoze i ksiloze. Zatim je pH vrijednost podesena na 6,5

dodatkom 3 M otopine natrijevog hidroksida.

3.2.3.4. Priprema hranjive podloge za sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742
s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog
tropa

Dobivena mjesavina tekuc¢ih faza (kiselinski hidrolizat) nakon kiselinske predobrade
otpadnog pivskog tropa (poglavlje 3.2.2.) preko lijevka je ulivena u bioreaktor s mijesalom.
Dodane su 2-3 kapi protupjenica, a zatim je podloga sterilizirana in situ (121 °C / 15 min).
Volumen podloge iznosio je 5,5 L. Nakon sterilizacije i hladenja na temperaturu uzgoja (30
°C), pumpom je dodana sterilno profiltrirana otopina minerala u tragovima (3 ml/L). pH

vrijednost podesena je na 6,5 dodatkom 3 M NaOH.
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3.2.3.5. Priprema podloge za prihranu tijekom Sarinog uzgoja bakterije Paenibacillus
polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, na kiselinskom
hidrolizatu otpadnog pivskog tropa

Kao prihrana tijekom Sarznog uzgoja s pritokom supstrata na kiselinskom hidrolizatu
otpadnog pivskog tropa, koriStena je detoksicirana tekuca faza dobivena kiselinskom
hidrolizom pivskog tropa. Tekuc¢a faza nakon kiselinske predobrade najprije je centrifugirana
pri 5000 rpm tijekom 30 minuta, nakon C¢ega je izdvojen supernatant. U 3 L izdvojenog
supernatanta dodano je 65 g aktivnog ugljena, a zatim je sadrzaj mijeSan na magnetnoj
mijeSalici sat vremena. pH je namjeSten na 5,8 dodatkom krutog natrijeva hidroksida. Nakon
mijeSanja, sadrzaj je ponovno centrifugiran pri 5000 rpm tijekom 30 minuta. Izdvojeni
supernatant profiltriran je preko Buchnerovog lijevka kako bi se uklonio zaostali aktivni ugljen
na koji su adsorbirani inhibitori. Dobiveni filtrat (detoksicirani kiselinski hidrolizat) steriliziran

je u autoklavu (121 °C / 15 minuta) i koristen kao prihrana tijekom uzgoja.

3.2.3.6. Priprema hranjive podloge za Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742
s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, na enzimskom hidrolizatu évrste faze zaostale
nakon kiselinske hidrolize otpadnog pivskog tropa

Dobivena tekuca faza, nakon provedene enzimske hidrolize ¢vrste faze nastale kiselinskom
hidrolizom otpadnog pivskog tropa u visokotlatnom reaktoru (poglavlje 3.2.2.), ulivena je
preko lijevka u bioreaktor s mijesalom. Volumen podloge iznosio je 5,5 L. Dodane su 2-3 kapi
protupjenica, a zatim je podloga sterilizirana in situ (121 °C / 15 min). Nakon sterilizacije i
hladenja bioreakora na temperaturu uzgoja (30 °C), pumpom je dodano 3 ml/L sterilno

profiltrirane otopine minerala u tragovima, a pH podesen na 6,5 dodatkom 3 M NaOH.

3.2.4. Provedba i nadzor uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742

3.2.4.1. Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na razlicitim izvorima dusika
Uzgoj je proveden na kemijski definiranim hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima
dusika ¢ija je priprema opisana u poglavlju 3.2.3.1. Pripremljene podloge (volumena 150 ml)
nacijepljene su s 10 ml inokuluma (poglavlje 3.2.1.) te zatim stavljene na tresilicu, uz
konstantno mijesanje pri 130 rpm, na temperaturi od 30 °C. U odredenim vremenskim
intervalima sterilno je izuzimano po 5 ml uzorka iz svake tikvice. Najprije je oCitana opti¢ka
gustoca pomocu spektrofotometra, a zatim su uzorci centrifugirani pri 8000 rpm, 8 minuta.
Dobiveni supernatant analiziran je teku¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti

(UPLC) radi pracenja koncentracija supstrata i produkata.
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3.2.4.2. Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 za proizvodnju enzima

Uzgoj je proveden na podlogama opisanim u poglavlju 3.2.3.2. Hranjive podloge u
tikvicama (volumena 150 ml) nacijepljene su s 20 ml inokuluma pripremljenog prema
poglavlju 3.2.1. Uzgoj je voden na tresilici pri 130 rpm i 30 °C. Svaka 24 sata izuzimano je po
5 ml uzorka iz svake tikvice. Nakon odredivanja opti¢ke gusto¢e uzorka i centrifugiranja,
dobiveni supernatant koristen je za odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu (poglavlje

3.2.5.3.) i enzimske aktivnosti DNSA metodom (poglavlje 3.2.5.4.).

3.2.4.3. Uzgoji bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijesalom na
podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat otpadnog pivskog tropa

Sarzni uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom proveden je na kemijski definiranoj hranjivoj
podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata pivskog tropa ¢ija je priprema opisana u
poglavlju 3.2.3.3. Podloga je inokulirana s 0,5 L inokuluma pripremljenog prema poglavlju
3.2.1. Uzgoj je voden u mikroaerofilnim uvjetima, pri temperaturi od 30 °C, pH 6,45 i uz
konstantno mijesanje pri 250 rpm. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim intervalima
tijekom 50 h. Nakon ocitavanja opticke gustoce i centrifugiranja uzoraka, provedena je UPLC

analiza supernatanata.

Sarzni uzgoj s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, takoder je proveden na
spomenutoj podlozi (poglavlje 3.2.3.3.). Nakon inokulacije s 0,6 L inokuluma, uzgoj je voden
u mikroaerofilnim uvjetima (30 °C / pH 6,5 / 74 h) uz konstantno mijeSanje pri 250 rpm.
Pocetni volumen podloge u bioreaktoru nakon inokulacije iznosio je 6,1 L. Nakon 31 h uzgoja
dodano je 0,2 L sterilne koncentrirane otopine glukoze (500 g/L), a nakon 52 h dodano je 0,5
L sterilne koncentrirane otopine glukoze (500 g/L). Uzorci su izuzimani u odredenim
vremenskim intervalima te prije i nakon svake prihrane koncentriranom otopinom glukoze.
Nakon ocitavanja opti¢ke gustoce i centrifugiranja uzoraka, provedena je UPLC analiza

supernatanata.

3.2.4.4. Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u
bioreaktoru s mijeSalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa

Sarzni uzgoj s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, proveden je na kiselinskom
hidrolizatu pivskog tropa (poglavlje 3.2.3.4.). Nakon inokulacije s 0,6 L pripremljenog
inokuluma (poglavlje 3.2.1.) uzgoj je voden u mikroaerofilnim uvjetima (30 °C / pH 6,5) uz
konstantno mijesanje pri 250 rpm, tijekom 75 h. Pocetni volumen podloge u bioreaktoru, nakon

inokulacije, iznosio je 6,1 L. Nakon 27 h i 51 h uzgoja dodana je po 1 L podloge za prihranu
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(detoksicirani kiselinski hidrolizat pivskog tropa) ¢ija je priprema opisana u poglavlju 3.2.3.5.
Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim intervalima te prije i nakon svake prihrane.
Nakon ocitavanja opticke gustoée i centrifugiranja izuzetih uzoraka, provedena je UPLC

analiza supernatanata.

3.2.4.5. Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u
bioreaktoru s mijesalom, na enzimskom hidrolizatu cvrste faze zaostale nakon kiselinske
hidrolize otpadnog pivskog tropa

Sarzni uzgoj s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mije$alom, proveden je na enzimskom
hidrolizatu ¢vrste faze zaostale nakon kiselinske hidrolize pivskog tropa (poglavlje 3.2.3.6.).
Podloga u bioreaktoru inokulirana je s 0,6 L pripremljenog inokuluma (poglavlje 3.2.1.).
Pocetni volumen podloge u bioreaktoru, nakon inokulacije, iznosio je 6,1 L. Uzgoj je voden u
mikroaerofilnim uvjetima tijekom 73,5 h (30 °C, pH 6,5) uz konstantno mijesanje pri 205 rpm.
Nakon 9 h i 26 h uzgoja dodana je po 1 L enzimskog hidrolizata (prihrane), a nakon 52 h uzgoja
dodano je 0,7 L enzimskog hidrolizata. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim
intervalima te prije i nakon svake prihrane. Nakon ocitavanja opti¢ke gustoce i centrifugiranja

izuzetih uzoraka, provedena je UPLC analiza supernatanata.

3.2.5. Analiti¢ke metode

3.2.5.1. Odredivanje opticke gustoce tijekom uzgoja

Opticka gustoca (OD) izuzetih uzoraka tijekom svakog uzgoja odredena je pomocu
spektrofotometra Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) pri valnoj
duljini od 600 nm, u svrhu pracenja rasta biomase bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742.

3.2.5.2. Analiza uzoraka tekucinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UPLC)
Tekuéinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UPLC) odredene su
koncentracije supstrata i produkata u izuzetim uzorcima. U 750 L supernatanta uzorka dodano
je 750 pL 10 %-tne otopine ZnSO4 sa svrhom taloZenja proteina i ne€isto¢a nastalih tijekom
procesa. Sadrzaj je homogeniziran na vortex mijesalici te ostavljen 10 minuta u mirovanju.
Uzorci su zatim centrifugirani pri 10 000 rpm, 5 minuta. Izdvojeni supernatant profiltriran je
kroz mikrobioloski filter promjera pora 0,2 pm u staklenu vialu. Tako pripremljeni uzorak

stavlja se na UPLC analizu.

Kao mobilna faza koriStena je 0,0025 M otopina H2SOs, a brzina protoka iznosila je 0,6

ml/min. 10 pL uzorka injektirano je i propusteno kroz kolonu temperature 60 °C. Ra¢unalnim
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programom OpenLAB CDS obradeni su dobiveni kromatogrami. Nepoznate koncentracije
supstrata i produkata u uzorcima izraCunate su iz jednadzbi pravaca bazdarnih dijagrama

prikazanih u prilogu 1.

3.2.5.3. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu
U Eppendorf kivetu dodano je 600 uL Bradfordovog reagensa i 15 pL supernatanta uzorka.
Sadrzaj je ostavljen u mraku tijekom 15 minuta, a zatim je ocCitana apsorbancija pri 595 nm.

Koncentracija proteina (mg/L) u uzorku racuna se iz jednadzbe pravca bazdarnog dijagrama:
A = 0,0225 x ¢ + 0,6034 [1]

3.2.5.4. Odredivanje enzimske aktivnosti DNSA metodom

Tijekom uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na ksilanu, celulozi ili
karboksimetilcelulozi, svaka 24 sata izuzimano je 5 ml uzorka za odredivanje aktivnosti
celulaza i hemicelulaza. Uzorci su centrifugirani pri 8000 rpm, 10 minuta. Za svaki uzorak
pripremljene su 4 prazne Eppendorf kivete volumena 1,5 ml. U pripremljene kivete izvagano
je 10 mg supstrata (karboksimetilceluloze, mikrokristali¢ne celuloze i ksilana), a zatim je u
svaku kivetu dodan 1 ml supernatanta uzorka (jedna kiveta sadrzavala je samo supernatant).
Sadrzaj epica inkubiran je tijekom 30 minuta na termomikseru pri 50 °C. Nakon inkubacije
uzorci su centrifugirani pri 10 000 rpm, 5 minuta. Zatim je izuzeto 600 pL supernatanta i
pomijesano sa 600 HL DNSA reagensa (dinitrosalicilna kiselina). Sadrzaj je inkubiran na
termomikseru 15 minuta, pri 95 °C (tijekom inkubacije razvija se obojenje). Nakon inkubacije
odmah je dodano 200 pL 40 %-tne otopine kalij natrij tartarata za stabilizaciju boje. Uzorci su

ohladeni 5 minuta u ledu, a zatim je u plasti¢nim kivetama o¢itana apsorbancija pri 575 nm.

Jedna jedinica enzimske aktivnosti (U/ml) odredena je kao koli¢ina enzima koja oslobada

1 pumol odgovarajuceg Secera tijekom 30 minuta u reakcijskoj smjesi volumena 1 ml.

3.2.5.5. Odredivanje sastava otpadnog pivskog tropa

Suha tvar otpadnog pivskog tropa i cvrsta faza zaostala nakon provedene kiselinske
hidrolize otpadnog pivskog tropa u visokotlatnom reaktoru (poglavlje 3.2.2) podvrgnute su
dvostupanjskoj kiselinskoj hidrolizi radi odredivanja njihovog sastava. OsuSeni uzorci najprije
su usitnjeni u tarioniku, a zatim je na analitickoj vagi izvagano oko 0,4 g suhe tvari uzorka i
prebaceno u okruglu tikvicu s ravnim dnom. Dodano je 4 ml 72 %-tne sumporne kiseline,
sadrzaj je promijeSan staklenim Stapi¢em i stavljen u termostat pri 30 °C / 1 sat Uz povremeno

mijeSanje. Nakon inkubacije dodano je 112 ml demineralizirane vode, ¢ime je koncentracija
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sumporne kiseline smanjena na 4 % (w/w). Tikvica je pri¢vrs¢ena na povratno hladilo te je
sadrzaj kuhan 4 sata uz povremeno mijeSanje. Nakon provedene hidrolize, uzorci su ohladeni
pod mlazom vode te profiltrirani preko Buchnerovog lijevka kroz prethodno osuseni i izvagani
filter papir. Volumen dobivenog filtrata izmjeren je menzurom i koriSten za odredivanje
ukupnih furana, topivog lignina (spektrofotometrijski) te koncentracije Secera i drugih tvari
(UPLC analizom). Zaostali talog ispran je vodom radi neutralizacije te koriSten za odredivanje

netopljivog lignina. Rezultati dvostupanjske kiselinske hidrolize prikazani su u tablici 2.

3.2.5.6. Odredivanje udjela lignina netopljivog u kiselini

Cuvrsti talog zaostao na filter papiru nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize prebagen je
u prethodno osusenu i izvaganu Petrijevu zdjelicu te stavljen na suSenje pri 105 °C. Nakon
suSenja do konstantne mase, uzorak s filter papirom je izvagan te je izracunat udio lignina
netopljivog u kiselini (LNTK) prema jednadzbi:

) __ m (osuleni filter papir s talogom)—m(filter papir) [2]
- m (uzorak uzet za analizu)

w (LNTK; %

3.2.5.7. Odredivanje udjela lignina topljivog u kiselini

Filtrat hidrolizata nakon provedene dvostupanjske kiselinske hidrolize, uzorak tekuce faze
nakon provedene Kkiselinske hidrolize te uzorci prije i nakon detoksikacije kiselinskog
hidrolizata koristeni su za spektrofotometrijsko odredivanje udjela lignina topljivog u kiselini
(LTK). Pripremljeno je odgovarajuce razrjedenje uzroka tako da izmjerena apsorbancija pri
205 nm bude izmedu 0,7 i 1 (u podruc¢ju linearnosti). Kao slijepa proba koristen je zrak, a
apsorbancija je mjerena u kvarcnim kivetama. Udio lignina topljivog u kiselini ra¢una se prema
jednadzbi:

AXV XD
axXbxm

w (LTK; %) = [3]

gdje je w (LTK) udio lignina topljivog u kiselini (%), A apsorbancija uzroka izmjerena pri
valnoj duljini od 205 nm (-), V volumen filtrata (L), D faktor razrjedenja (-), o koeficijent
ekstrinkcije lignina koji prema metodi TAPPI UM250 iznosi 110 (g/L cm), b Sirina kivete koja

iznosi 1 (cm), m masa uzorka uzetog za analizu (g)

3.2.5.8. Odredivanje ukupnih furana
Uzorci tekuée faze nakon provedene kiselinske i dvostupanjske kiselinske hidrolize te
uzorci prije i nakon detoksikacije kiselinskog hidrolizata, koristeni su za spektrofotometrijsko

odredivanje koncentracije furana, mjerenjem apsorbancija pri valnim duljinama od 284 i 320
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nm (Martinez i sur., 2000). Uzorci su razrijedeni demineraliziranom vodom u omjeru 1:1000,
a zatim su ocitane apsorbancije pri navedenim valnim duljinama, primjenom kvarcnih Kiveta.
Bazdarni dijagram izraden je mjerenjem apsorbancija otopina poznatih koncentracija furana.

Koncentracije furana u uzorcima izraunate su iz jednadzbe izradenog bazdarnog dijagrama:

AA-0,0173
T 191,02 [4]

gdje je y masena koncentracija furana (g/L), 44 = Azss — Az (-)

3.2.6. Proracun parametara uspje$nosti provedenih uzgoja

Prinos produkta (Yp) racuna se prema izrazu:
Y =P —P, [5]
gdje je Yp prinos produkta (g/L), P kona¢na koncentracija produkta (g/L), Po pocetna
koncentracija produkta (g/L)
Ukupna potros$nja supstrata racuna se prema izrazu:
Ys=S,—S$ [6]
gdje je Ys potroSnja supstrata (g/L), So poCetna koncentracija supstrata (g/L), S konac¢na
koncentracija supstrata (g/L)

Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Ypss) rauna se prema izrazu:

Y P—P,
YP/S = Y_Z = T_; [7]

pri cemu je Ypss koeficijent konverzije supstrata u produkt (g/g), Ye prinos produkta (g/L),
Ysukupna potro$nja supstrata (g/L)
Produktivnost se racuna prema izrazu:

pr=2¢ 8]

tuk

pri ¢emu je Pr produktivnost (g/L h), Ye prinos produkta (g/L), tu ukupno vrijeme trajanja
uzgoja (h)
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Specifi¢na brzina potrosnje supstrata rs (™) i specifi¢na brzina sinteze produkata rp (h™)
odredene su kao reakcije prvog reda (Mardetko i sur., 2018) iz eksperimentalnih podataka.

Dobiveni podaci linearizirani su prema jednadzbama:
lnS = lnSO + rs Xt [9]
InP=InPy+1rp Xt [10]

pri ¢emu su rs i e odredene kao koeficijent smjera pravca linearizirane regresijske funkcije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedeni su uzgoji bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na kemijski
definiranim i kompleksnim hranjivim podlogama s ciljem ispitivanja sposobnosti rasta
bakterije te potencijala proizvodnje vrijednih proizvoda (2,3-butandiola, acetoina, mlije¢ne
kiseline, etanola i enzima). Najprije je ispitan rast i metabolicka aktivnost bakterije tijekom
uzgoja u hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima duSika, zatim sposobnost rasta i
proizvodnje lignocelulolitickih enzima tijekom uzgoja na ksilanu, celulozi ili
karboksimetilcelulozi kao izvorima ugljika. U drugom dijelu istrazivanja provedeni su $arzni i
Sarzni uzgoji s pritokom supstrata u bioreaktoru s mijeSalom na kemijski definiranim i
kompleksnim hranjivim podlogama. Kompleksne hranjive podloge za uzgoj spomenute
bakterije u bioreaktoru s mijeSalom dobivene su metodama predobrade otpadnog pivskog tropa
kao obnovljivog izvora ugljika i energije. Za provedene uzgoje graficki je prikazana promjena
koncentracija izvora ugljika, biomase i produkata, prikazani su izra¢unati parametri uspjesnosti

procesa nakon ¢ega slijedi rasprava dobivenih rezultata.

U poglavlju 4.1. prikazani su rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742

u Erlenmeyerovim tikvicama, u hranjivoj podlozi s razli¢itim izvorima dusika.

U poglavlju 4.2. prikazani su rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742
I proizvodnje enzima u Erlenmeyerovim tikvicama, u hranjivim podlogama s dodatkom

ksilana, celuloze ili karboksimetilceluloze kao izvora ugljika.

U poglavlju 4.3. prikazani su rezultati Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa
DSM 742 te SarZznog uzgoja spomenute bakterije s pritokom supstrata, u bioreaktoru s

mijeSalom, na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi ¢iji sastav simulira sastav kiselinskog

hidrolizata otpadnog pivskog tropa.

U poglavlju 4.4. prikazani su rezultati $arznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa
DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog

pivskog tropa.

U poglavlju 4.5. prikazani su rezultati Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa
DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijeSalom, na enzimskom hidrolizatu ¢vrste

faze zaostale nakon kiselinske hidrolize otpadnog pivskog tropa.
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4.1. UZGOJ BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa DSM 742 NA PODLOGAMA S
RAZLICITIM IZVORIMA DUSIKA

Istrazivanje sposobnosti rasta i proizvodnje vrijednih produkata metabolizma bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 na razli¢itim izvorima dusika provedeno je u
Erlenmeyerovim tikvicama, na podlogama sastava prikazanog u tablici 3 (poglavlje 3.1.3.1.)
te pripremljenim na nacin opisan u poglavlju 3.2.3.1. Uzgoj je voden tijekom 48 h, kako je
opisano u poglavlju 3.2.4.1. Promjena koncentracije glukoze kao izvora ugljika, opticke
gustoce podloge pri 600 nm (direktnog pokazatelja rasta bakterijske biomase) i koncentracije
produkata prikazana je na slici 6. Specifi¢ne brzine potro$nje supstrata i sinteze produkata te
parametri uspje$nosti procesa prikazani su u tablici 8. Koncentracija biomase bakterije P.
polymyxa DSM 742 nije odredivana gravimetrijski zbog bakterijske sposobnosti proizvodnje
egzopolisaharida i proteina uslijed ¢ega se nije mogla s to¢nos$¢u odrediti samo koncentracija

biomase.
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Slika 6. Promjena koncentracije glukoze [g/L], ODeoo [-] | koncentracije produkata [g/L] tijekom uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM

742 u podlogama s razli¢itim izvorima dusika: A (5 g/L kvascevog ekstrakta i 5 g/L peptona), B (10 g/L kvascevog ekstrakta, bez peptona), C
(10 g/L peptona, bez kvascevog ekstrakta), D (10 g/LL CSL-a), E (10 g/L mesnog ekstrakta)
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Prema dobivenim rezultatima prikazanim na slici 6, moze se uociti da je trajanje lag faze
(faze prilagodbe bakterije na uvjete uzgoja) jednako za sve provedene uzgoje (izuzev uzgoja u
podlozi 4 s dodanim CSL-om tijekom kojeg nije zabiljezen porast bakterijske biomase).
Eksponencijalna faza rasta trajala je otprilike od 10. do 30. sata uzgoja u svim podlogama (osim
u podlozi 4) nakon Cega je nastupila stacionarna faza rasta te naposljetku faza odumiranja. U
podlozi 1 (5 g/L kvasCevog ekstrakta i 5 g/L peptona) najveca izmjerena vrijednost opticke
gustoée podloge pri 600 nm (ODeoo) tijekom uzgoja iznosila je 2,1484. Glukoza je utroSena
tijekom prvih 30 sati uzgoja, a specifi¢na brzina potrosnje glukoze iznosila je 0,3576 1/h. Isto
je primijeceno i tijekom uzgoja u podlozi 2 (10 g/L kvasc¢evog ekstrakta, bez dodatka peptona)
pri cemu je specificna brzina potros$nje glukoze iznosila 0,3585 1/h, a najveca vrijednost ODegoo
2,2004. Tijekom uzgoja bakterije u podlozi 3 (10 g/L peptona, bez dodatka kvascevog
ekstrakta) najveca zabiljezena vrijednost ODeggo bila je nesto niza u usporedbi s uzgojima u
podlogama 1, 2 i 5 te je iznosila 1,8523, dok je specifi¢na brzina potros$nje glukoze iznosila
0,1091 1/h. Kao §to je spomenuto, prilikom uzgoja bakterije u podlozi 4 s dodatkom 10 g/L
CSL-a kao izvora dusika, nije doslo do znacajnog porasta bakterijske biomase. Tijekom uzgoja
u podlozi 5 (10 g/L mesnog ekstrakta) glukoza je utroSena nakon 28 sati uzgoja pri ¢emu je
specifi¢na brzina potros$nje iznosila 0,5314 1/h, a najveca izmjerena vrijednost ODeoo bila je

2,0649.

Nadalje, tijekom svih provedenih uzgoja (osim uzgoja u podlozi 4) uo¢eno je da do porasta
koncentracije produkata (2,3-butandiola, mlije¢ne kiseline, etanola i acetoina) dolazi tijekom
eksponencijalne faze rasta bakterije, odnosno povecanjem vrijednosti ODegoo. Smanjenjem
izmjerenih vrijednosti ODeoo Smanjuje se koncentracija 2,3-butandiola i etanola, dok
koncentracija mlijecne kiseline 1 acetoina uglavnom stagnira. Najvece koncentracije 2,3-
butandiola zabiljeZene su na kraju eksponencijalne faze rasta bakterije tijekom uzgoja u
podlogama 1 i 2 te su iznosile 6,4071 g/L, odnosno 6,6649 g/L. Najvisi prinos 2,3-butandiola
na kraju procesa i koeficijent konverzije supstrata u 2,3-butandiol dobiveni su uzgojem u
podlozi 2, u iznosu od 5,8833 g/L, odnosno 0,4118 g/g. Tijekom uzgoja u podlozi 3 dobiven je
manji prinos 2,3-butandiola (3,6437 g/L) u odnosu na uzgoje u podlogama 1, 2 i 5. Medutim,
proizvedeno je vise etanola i acetoina pri ¢emu je prinos etanola na Kraju procesa iznosio
2,9728 g/L, stupanj konverzije supstrata u etanol 0,1556 g/g, a prinos acetoina iznosio je 1,7423
g/L te koeficijent konverzije supstrata u acetoin 0,0912 g/g. Najvisi prinos mlije¢ne kiseline
dobiven je tijekom uzgoja u podlozi 5 u iznosu od 0,1108 g/L. Tijekom uzgoja u podlozi 4 (s

dodatkom CSL-a) nisu proizvedeni 2,3-butandiol niti acetoin, dobivena je niska koncentracija
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etanola, a niska koncentracija mlije¢ne kiseline bila je prisutna u podlozi na pocéetku uzgoja.
Ostali procesni parametri te brzine potro$nje supstrata i sinteze produkata navedeni su u tablici
8. Nadalje, prema Nakashimada i sur. (2000) P. polymyxa moze koristiti acetat kao izvor
ugljika zajedno s glukozom te njegov dodatak u hranjivu podlogu poti¢e proizvodnju 2,3-
butandiola, stoga je u svaku podlogu na po¢etku uzgoja dodan amonijev acetat u koncentraciji
od 5 g/L. Takoder je poznato da bakterija P. polymyxa moze tijekom uzgoja, izmedu ostalog,
proizvesti acetat. Prema Marwoto i sur. (2004) stanice P. polymyxa uzgojene na ksilozi
proizvode vise acetata nego stanice uzgojene na glukozi te dodatak acetata glukoznom mediju
sa stanicama uzgojenim na glukozi povecava prinos 2,3-butandiola. Za razliku od stanica
uzgojenih na glukozi, stanice uzgojene na ksilozi slabo trose acetat koji je dodan u glukozni
medij. Rezultati njihova istraZivanja takoder su pokazali da stanice P. polymyxa ne troSe acetat
zajedno sa ksilozom. U ovom istrazivanju tijekom svih provedenih uzgoja na glukozi uz
dodatak amonijeva acetata (osim uzgoja u podlozi 4) doslo je do potros$nje acetata tijekom

eksponencijalne faze rasta bakterije P. polymyxa DSM 742.
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Tablica 8. Parametri uspjeSnosti, specificne brzine potroSnje supstrata i sinteze produkata

tijekom uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u podlogama s razli¢itim

izvorima dusika

) Podloga 1 Podloga 2 Podloga 5
Procesni Podloga 3 | Podloga 4 )
) (kvascev ekstrakt (kvascev (mesni
parametri ) (pepton) (CSL)
I pepton) ekstrakt) ekstrakt)
Ys [g/L] 19,7148 14,2867 19,1018 11,4067 18,6467
Yp 2,3-80) [0/L] 5,4052 5,8833 3,6437 0,0 5,4004
Yr (vk) [0/L] 0,0765 0,0995 0,0815 / 0,1108
Yr (EtoH) [0/L] 1,4915 1,6753 2,9728 0,6929 1,3093
YP (acetoin) [g/L] 0,7810 0,8421 1,7423 0,0 0,8019
Ypis (2,3-BD)
0,2742 0,4118 0,1908 0,0 0,2896
[9/d]
Yris vk [9/0] 0,0039 0,0070 0,0043 / 0,0059
Yris eton) [9/0] 0,0757 0,1173 0,1556 0,0607 0,0702
Yeris (acetoin)
0,0396 0,0589 0,0912 0,0 0,0430
[9/9]
Pr23-ep
0,1126 0,1226 0,0759 0,0 0,1125
(9/(L h))
Pr mk
0,0016 0,0021 0,0017 / 0,0023
(9/(L h))
Pr eton
0,0311 0,0349 0,0619 0,0144 0,0273
(9/(L h))
Pr acetoin
0,0163 0,0175 0,0363 0,0 0,0167
(9/(L h))
rs [1/h] 0,3576 0,3585 0,1091 0,0193 0,5314
r2-3-8p [1/h] 0,2184 0,2109 0,2463 / 0,1245
vk [1/h] / 0,1664 / / /
reton [1/0] 0,2206 0,217 0,2141 / 0,1272
Facetoin [1/0] 0,1273 0,2152 0,0703 / 0,2314
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4.2. UZGOJ BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa DSM 742 NA RAZLICITIM
IZVORIMA UGLJIKA U SVRHU INDUKCIJE SINTEZE LIGNOCELULOLITICKIH
ENZIMA

Istrazivanje proizvodnje ekstracelularnih lignocelulolitickih enzima pomoc¢u bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 provedeno je u hranjivim podlogama s dodatkom ksilana,
celuloze ili karboksimetilceluloze (CMC) kao izvora ugljika. Podloge sastava prikazanog u
tablici 4 pripremljene su u Erlenmeyerovim tikvicama prema poglavlju 3.2.3.2. Uzgoj je voden
216 h, na nacin opisan u poglavlju 3.2.4.2. Napravljene su po dvije paralele za svaki izvor
ugljika. Promjena izmjerenih vrijednosti opticke gusto¢e podloge (ODeoo) kao direktnog
pokazatelja rasta bakterijske biomase, koncentracije proteina odredenih metodom po
Bradfordu (poglavlje 3.2.5.3), koncentracije oslobodenih Secera i enzimske aktivnosti

odredene DNSA metodom (poglavlje 3.2.5.4.) prikazane su na slici 7.
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Na temelju rezultata prikazanih na slici 7 utvrdeno je da bakterija Paenibacillus polymyxa
DSM 742 ima sposobnost proizvodnje ekstracelularnih lignoceluloliti¢kih enzima (celulaza i
hemicelulaza), a time i potencijal razgradnje lignoceluloznih sirovina. Najvise koncentracije
ukupnih proteina (priblizno 40 mg/L), odredene metodom po Bradfordu (poglavlje 3.2.5.3.),
detektirane su tijekom prvih 48 sati uzgoja na svim podlogama, pri ¢emu je najvisa
koncentracija postignuta u podlozi s karboksimetilcelulozom (45,5244 mg/L). Daljnjim
uzgojem smanjivala se koncentracija ukupnih proteina. Veca koncentracija proteina ne znaci
nuzno da je i enzimska aktivnost odredena DNSA metodom (poglavlje 3.2.5.4) vecéa, obzirom
da nisu svi detektirani ekstracelularni proteini nuzno lignoceluloliticki enzimi. Najveca
enzimska aktivnost tijekom svih provedenih uzgoja zapaZzena je nakon 144. sata uzgoja u
podlozi s ksilanom kao izvorom ugljika (3,3105 U/ml). Uzgojima na celulozi i
karboksimetilcelulozi (CMC) postignute su znatno manje enzimske aktivnosti. Najveca
enzimska aktivnost izmjerena tijekom uzgoja na celulozi bila je nakon 24. sata uzgoja (0,1737
U/ml), a tijekom uzgoja na karboksimetilcelulozi (CMC) najveca aktivnost odredena je nakon

72. sata uzgoja u iznosu od 0,1393 U/ml.

Ispitivanje sposobnosti rasta i proizvodnje lignocelulolitickih enzima bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 provedeno je takoder na glukozi (10 g/L) te otpadnom
pivskom tropu prije i nakon provedenog procesa predobrade (2 % w/w) kao izvorima ugljika.
Dobiveni rezultati uzgoja nisu bili reprezentativni stoga nisu prikazani u ovom radu. Potrebno

je provesti optimizaciju procesa uzgoja ove bakterije na pivskom tropu.

4.3. UZGOJI BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa DSM 742 U BIOREAKTORU S
MIJESALOM, U PODLOZI KOJA SIMULIRA SASTAV KISELINSKOG
HIDROLIZATA OTPADNOG PIVSKOG TROPA

U ovom dijelu istrazivanja provedeni su Sarzni te Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus
polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, u kemijski definiranoj
hranjivoj podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata otpadnog pivskog tropa kako bi
se ispitala sposobnost rasta i sinteze vrijednih produkata metabolizma spomenute bakterije pri
zadanim uvjetima. Hranjiva podloga pripremljena je na nacin opisan u poglavlju 3.2.3.3., a
uzgoji su vodeni na nacin opisan u poglavlju 3.2.4.3. Naslici 8 i u tablici 9 prikazani su rezultati
Sarznog uzgoja, a rezultati Sarznog uzgoja s pritokom supstrata prikazani su na slici 9 i u tablici
10.
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mijesalom, u kemijski definiranoj podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat otpadnog

pivskog tropa
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Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijesalom, u
podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat pivskog tropa, pracen je tijekom 50 h. Obzirom da
se fizikalno-kemijskim metodama predobrade lignoceluloznih sirovina primjerice, primjenom
kiseline u visokotlacnom reaktoru (Mardetko i sur., 2018), dobivaju tekuéi hidrolizati koji
sadrze pretezito ugljikohidrate kao $to su glukoza i ksiloza, kao izvori ugljika koriSteni su
upravo ovi Seceri, pri ¢emu je preferirani izvor ugljika glukoza. Glukoza je tijekom uzgoja u
potpunosti utrosena, dok je ksiloze utroseno 49,37 %. Specifi¢na brzina potroS$nje glukoze
iznosila je 0,1134 1/h, a brzina potrosnje ksiloze iznosila je 0,0204 1/h. Eksponencijalna faza
rasta zapocela je nakon 8. sata uzgoja, a najveca izmjerena vrijednost ODsoo iznosila je 2,6224.
Sinteza produkata (2,3-butandiola, mlije¢ne kiseline, etanola, acetoina) zapocela je tijekom
eksponencijalne faze rasta, pri ¢emu je sinteza mlijecne kiseline, acetoina i 2,3-butandiola
nastavljena i tijekom stacionarne faze. Najveca zabiljezena koncentracija 2,3-butandiola
iznosila je 1,1875 g/L (7,1249 g), s time da je pri kraju uzgoja doslo do znacajnog pada
koncentracije 2,3-butandiola pa je prinos na kraju procesa iznosio samo 0,4523 g/L (2,7141 g),
a stupanj konverzije supstrata u 2,3-butandiol iznosio je 0,0133 g/g (racunato na ukupni
supstrat). Tijekom uzgoja najvisa koncentracija proizvedene mlijecne kiseline iznosila je
14,3696 g/L (86,2173 g), pri Cemu je prinos na kraju procesa iznosio 11,3990 g/L (68,3938 g),
koeficijent konverzije supstrata u mlije¢nu kiselinu 0,3345 g/g te produktivnost u iznosu od
0,2280 g/(L h). Prinos etanola iznosio je 1,5406 g/L (9,2437 @), a koeficijent konverzije
supstrata u etanol 0,0452 g/g. Na kraju procesa prinos acetoina iznosio je 0,4159 g/L (2,4954
g), a koeficijent konverzije supstrata u acetoin 0,0122 g/g. Nadalje, koncentracija acetata
tijekom procesa nije se znacajnije mijenjala, dok je mravlja kiselina u potpunosti utrosena.
Ostali procesni parametri 1 specifiéne brzine sinteze produkata i potroSnje supstrata tijekom

SarZnog uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom prikazane su u tablici 9.
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Tablica 9. Parametri uspjesnosti, specificne brzine potroSnje supstrata i sinteze produkata

Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s mijeSalom, u

kemijski definiranoj podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat otpadnog pivskog tropa

Ys gl [0] 155,5780

Y's (ksily [] 48,8988
Yr 23-80) [0] 2,7141
Ye i [0] 68,3938
Ye eor [0] 9,2437
YP (acetoin) [0] 2,4954
Yeis 2,3-80) [0/0] 0,0133
Yers (k) [9/9] 0,3345
Yess eton) [9/9] 0,0452
Yris (acetoin) [9/0] 0,0122
Pr23-8p (g/(L h)) 0,0090
Pr vk (9/(L h)) 0,2280
Preon (9/(L h)) 0,0308
Pr acetoin (9/(L h)) 0,0083
s gic) [1/N] 0,1134

I's (sity [1/h] 0,0204
r2-3-8p [1/h] 0,0710
rmk [1/h] 0,1274
reton [1/h] 0,0745
Facetoin [1/N] 0,0679
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Slika 9. Promjena mase glukoze i ksiloze [g], ODsoo [-] | volumena podloge [L] (Al) te
promjena mase mravlje kiseline, acetata, mlije¢ne kiseline (MK), etanola (EtOH), acetoina,
2,3-butandiola (2,3-BD) [g] i volumena podloge [L] (B1) tijekom $arznog uzgoja bakterije

Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijeSalom, na

kemijski definiranoj podlozi koja simulira Kiselinski hidrolizat otpadnog pivskog tropa
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Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u
bioreaktoru s mijesalom, u podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat pivskog tropa, pracen je
tijekom 74 h. Na slici 9 strelicama su oznacene prihrane koncentriranom otopinom glukoze
(500 g/L). Prva prihrana volumena 0,2 L dodana je nakon 31. sata uzgoja u bioreaktor s
mijeSalom, a druga prihrana volumena 0,5 L dodana je nakon 52. sata uzgoja. Obzirom da se
tijekom procesa mijenja volumen podloge, prikazane su promjene masa supstrata i produkata.
Kao izvori ugljika koriSteni su Seceri glukoza i ksiloza, pri ¢emu je preferirani izvor ugljika
glukoza. Ukupno je utroSeno 329,7657 g glukoze te 77,6846 g ksiloze. U tablici 10 prikazani
su izraCunati parametri uspjesnosti te specifi¢ne brzine potrosnje supstrata i sinteze produkata
za pojedine faze procesa (prije i nakon dodataka prihrane) te za cjelokupni proces. Sinteza
produkata (2,3-butandiola, mlijecne kiseline, etanola i acetoina) zapocela je tijekom
eksponencijalne faze rasta bakterije. Najveci prinos 2,3-butandiola ostvaren je nakon prve
prihrane koncentriranom otopinom glukoze, u iznosu od 58,4057 g, a ukupan prinos na kraju
procesa iznosio je 91,7023 g. Koeficijent konverzije supstrata u 2,3-butandiol (ra¢unat na
ukupni supstrat) iznosio je 0,2251 g/g, a produktivnost 0,1822 g/(L h) §to je znacajno vise u
odnosu na vrijednosti ovih parametra postignutih tijekom Sarznog uzgoja. Nadalje, najveci
prinos mlije¢ne kiseline dobiven je nakon druge prihrane koncentriranom otopinom glukoze u
iznosu od 70,0281 g, pri ¢emu je ukupan prinos na kraju procesa iznosio 114,3984 g.
Koeficijent konverzije supstrata u mlijecnu kiselinu iznosio je 0,2808 g/g (niZi u odnosu na
koeficijent konverzije Sarznog uzgoja), a produktivnost 0,2273 g/(L h). Nakon prve prihrane
koncentriranom otopinom glukoze postignut je najveéi prinos etanola (49,2357 g), dok je
ukupan prinos na kraju procesa iznosio 67,8454 g, koeficijent konverzije supstrata u etanol
iznosio je 0,1665 g/g, a produktivnost 0,1348 g/(L h). Dobivene vrijednosti znacajno su vise u
usporedbi s provedenim Sarznim uzgojem. Tijekom procesa nije proizvedena velika koli¢ina
acetoina, prinos na kraju procesa iznosio je 16,2237 g, a produktivnost i koeficijent konverzije
supstrata u acetoin bili su relativno niski (0,0322 g/(L h) odnosno 0,0398 g/g). Koncentracija
acetata stagnirala je tijekom prve faze (prije prve prihrane koncentriranom otopinom glukoze),
a tijekom druge faze (nakon prve prihrane) doslo je do smanjenja koncentracije te ponovnog
ustaljenja tijekom zadnje faze procesa (nakon druge prihrane). Tijekom procesa mravlja

kiselina u potpunosti je utroSena.
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Tablica 10. Parametri uspjesnosti, specifiéne brzine potros$nje supstrata i sinteze produkata

Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u

bioreaktoru s mijesalom, na kemijski definiranoj podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat

otpadnog pivskog tropa

Fazal

Faza 2

Faza 3

Parametri (prije prve (nakon prve (nakon druge L.J.ku.pno z
prihrane) prihrane) prihrane) clieli proces
Ys (o) [0] 53,8071 137,6404 138,3182 329,7657
Y's ksil) [0] 8,0356 59,3781 10,2709 77,6846
Yp (2:3-8D) [0] 21,5935 58,4057 11,7031 91,7023
Yr vk [0] 12,1602 32,2101 70,0281 114,3984
Y (eton) [0] 0,0 49,2357 18,6097 67,8454
YP (acetoin) [g] 0,5066 7,3842 8,3329 16,2237
Yeis (2.3-80) [9/0] 0,3492 0,2964 0,0788 0,2251
Yris (vik) [0/0] 0,1966 0,1635 0,4713 0,2808
Yeis (etoH) [0/0] 0,0 0,2499 0,1252 0,1665
Yris (acetoin) [9/0] 0,0082 0,0375 0,0561 0,0398
Pr 23.80 (g/(L h)) 0,1142 0,4415 0,0782 0,1822
Pr wk (g/(L h)) 0,0643 0,2435 0,4681 0,2273
Prewon (g/(L h)) 0,0 0,3722 0,1244 0,1348
Pr acetoin (9/(L h)) 0,0027 0,0558 0,0557 0,0322
I's glc) [1/h] 0,1569 0,3078 0,0443 /
Is sity [1/h] 0,0211 0,1318 0,0227 /
r2-3-sp [1/h] 0,7857 0,0809 0,0078 /
rmk [1/h] 0,8291 0,0782 0,0376 /
reton [1/h] 0,0 0,2189 0,0175 /
Facetoin [1/N] 0,1773 0,0866 0,0311 /
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4.4. SARZNI UZGOJ BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa DSM 742 S PRITOKOM
SUPSTRATA, U BIOREAKTORU S MIJESALOM, NA KISELINSKOM
HIDROLIZATU OTPADNOG PIVSKOG TROPA

Sposobnost potrosnje supstrata i sinteze vrijednih produkata metabolizma bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa ispitana
jeu bioreaktoru s mijeSalom. Najprije je provedena kiselinska hidroliza otpadnog pivskog tropa
u visokotlatnom reaktoru na nacin opisan u poglavlju 3.2.2. Dobiveni kiselinski hidrolizat
otpadnog pivskog tropa izrazito je tamne boje te s vremenom dolazi do prelaska topivih
kompleksnih spojeva u netopive (Mardetko i sur., 2018) stoga je turbidimetrijsko odredivanje
koncentracije biomase mjerenjem opticke gustoée bilo otezano i nije bilo primarni cilj ovog

istrazivanja.

Podloga za SarZni uzgoj s pritokom supstrata u bioreaktoru s mijesalom (tekuca faza
dobivena kiselinskom hidrolizom pivskog tropa) pripremljena je na nacin opisan u poglavlju
3.2.3.4., a podloga za prihranu (detoksicirana tekuca faza dobivena kiselinskom hidrolizom
pivskog tropa) pripremljena je prema poglavlju 3.2.3.5. Uzgoj je voden na nacin opisan u
poglavlju 3.2.4.4. Na slici 10 prikazana je promjena mase supstrata i produkata, volumena i
ODs0o tijekom procesa, a u tablici 11 prikazani su izracunati parametri uspjesnosti te specifi¢ne
brzine potroSnje supstrata i sinteze produkata u pojedinim fazama procesa (prije 1 nakon

dodataka prihrane) te za cjelokupni proces.
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Slika 10. Promjena mase glukoze, ksiloze i arabinoze [g], ODsoo [-] i volumena podloge [L]
(A) te promjena mase mravlje kiseline, acetata, mlije¢ne kiseline (MK), etanola (EtOH),
acetoina, 2,3-butandiola (2,3-BD) [g] i volumena podloge [L] (B) tijekom Sarznog uzgoja
bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijeSalom,

na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa

Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata u bioreaktoru

s mijeSalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa, pracen je tijekom 75 h. Na
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slici 10 strelicama su oznacene prihrane detoksiciranim kiselinskim hidrolizatom pivskog
tropa. Prva prihrana (volumena 1 L) dodana je u bioreaktor s mijeSalom nakon 27. sata uzgoja,
a druga prihrana (takoder volumena 1 L) dodana je nakon 51. sata uzgoja. Uzorci su uzimani
prvih 6 sati uzgoja tijekom kojih je trajala faza prilagodbe bakterije na uvjete uzgoja (lag faza).
Preferirani izvor ugljika je glukoza, no ve¢ nakon 25. sata uzgoja glukoza je u potpunosti
utrosena (92,3548 g) pa je zapocela potrosnja ksiloze (10,5099 g). Prihranama detoksiciranim
kiselinskim hidrolizatom dodana je vrlo mala koli¢ina glukoze (koja je vrlo brzo utrosena)
stoga su se kao izvori ugljika trosili drugi Seceri (ksiloza i arabinoza). Arabinoza je tijekom
zadnje faze procesa (nakon dodatka druge prihrane) u potpunosti utroSena, a ksiloze je u
podlozi zaostalo 11,6254 g. Ukupno se na kraju procesa utroSilo 97,1416 g glukoze, 69,2001 g
ksiloze te 22,9938 g arabinoze. Sinteza produkata zapocela je tijekom eksponencijalne faze
rasta bakterije. Najveci prinos 2,3-butandiola postignut je nakon druge prihrane detoksiciranim
kiselinskim hidrolizatom (8,1135 g), a ukupni prinos na kraju procesa iznosio je 10,7312 g.
Koeficijent konverzije supstrata u 2,3-butandiol (ra¢unato na ukupni supstrat) iznosio je 0,0567
g/g, a produktivnost 0,0177 g/(L h). Mlije¢na kiselina bila je u malim koli¢inama prisutna u
podlozi na pocetku uzgoja te u podlozi za prihranu. Ukupan prinos mlije¢ne kiseline na kraju
procesa iznosio je 21,3599 g, koeficijent konverzije supstrata u mlije¢nu kiselinu iznosio je
0,1128 g/g, a produktivnost 0,0352 g/(L h). Najve¢i prinos etanola ostvaren je prije prve
prihrane u iznosu od 42,7351 g, dok je ukupan prinos na kraju procesa iznosio 67,5518 g.
Koeficijent konverzije supstrata u etanol iznosio je 0,3568 g/g, a produktivnost 0,1112 g/(L h).
Prinos acetoina na kraju procesa bio je nizak te iznosio 6,0678 g, koeficijent konverzije
supstrata u acetoin iznosio je 0,0320 g/g, a produktivnost 0,0100 g/(L h). Octena i mravlja
kiselina bile su prisutne u podlozi na pocetku uzgoja te u podlozi za prihranu. Tijekom procesa
doslo je do sinteze acetata i formijata, a prinosi na kraju procesa iznosili su 23,2980 g, odnosno
7,0459 g.

Didak Ljubas i sur. (2022) proveli su sarzni uzgoj Paenibacillus polymyxa DSM 742 u
bioreaktoru s mijeSalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa. Najvise
koncentracije 2,3-butandiola i etanola postignute su nakon 72 h uzgoja, pri ¢emu je proizvedena
koncentracija 2,3-butandiola iznosila 1,26 g/L, etanola 2,5 g/L te mlijecne kiseline 3,6 g/L. Na
kraju uzgoja (nakon 96 h) doslo je smanjenja koncentracije 2,3-butandiola (1,22 g/L), dok su
koncentracije ostalih produkata metabolizma porasle (15,43 g/L mlije¢ne kiseline 1 2,61 g/L
etanola). Koeficijent konverzije supstrata u 2,3-butandiol iznosio je 0,254 g/g, a koeficijent

konverzije supstrata u etanol 0,102 g/g.
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Tablica 11. Parametri uspjesnosti, specifiéne brzine potros$nje supstrata i sinteze produkata

Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u

bioreaktoru s mijesalom, na kiselinskom hidrolizatu otpadnog pivskog tropa

Faza 1 Faza 2 Faza 3
Parametri (prije prve (nakon prve (nakon druge L-J-ku-pno z
prihrane) prihrane) prihrane) cljell proces

Ys (o) [0] 92,3548 1,2077 3,5791 97,1416
Y's (ksity [0] 10,5099 9,7817 48,9085 69,2001
Y's (arabinoza) [0] 1,2022 10,4112 11,3804 22,9938
Yp (2:3-8D) [0] 2,5688 0,0489 8,1135 10,7312
Yr vk [0] 7,8223 8,1338 5,4038 21,3599
Y (eton) [0] 42,7351 3,8639 20,9528 67,5518
YP (acetoin) [g] 3,7108 1,5328 0,8242 6,0678
Yeis (2.3-80) [9/0] 0,0247 0,0023 0,1270 0,0567
Yris (vik) [0/0] 0,0752 0,3801 0,0846 0,1128
Yeris (etoH) [0/0] 0,4107 0,1806 0,3281 0,3568
Yris (acetoin) [9/0] 0,0357 0,0716 0,0129 0,0320
Pr23-8p (9/(L h)) 0,0156 0,0003 0,0417 0,0177
Pr mk (g/(L h)) 0,0475 0,0477 0,0278 0,0352
Preon (g/(L h)) 0,2595 0,0227 0,1078 0,1112
Pr acetoin (9/(L h)) 0,0225 0,0090 0,0042 0,0100

I's glc) [1/h] 0,2411 0,1887 0,6376 /

s sil) [1/h] 0,0145 0,0062 0,0694 /

I's (arabinoza) [1/h] 0,0045 0,1638 0,1141 /

r2-3-8p [1/h] 0,0606 0,0264 0,0616 /

rvk [1/h] 0,0973 0,0797 0,0078 /

reton [1/0] 0,2106 0,0035 0,0129 /

Facetoin [1/h] 0,0709 0,0140 0,0063 /
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4.5. SARZNI UZGOJ BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa DSM 742 S PRITOKOM
SUPSTRATA, U BIOREAKTORU S MIJESALOM, NA ENZIMSKOM
HIDROLIZATU CVRSTE FAZE ZAOSTALE NAKON KISELINSKE HIDROLIZE
OTPADNOG PIVSKOG TROPA

Sposobnost potroS$nje supstrata i sinteze vrijednih proizvoda metabolizma bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 na enzimskom hidrolizatu ¢vrste faze zaostale nakon
kiselinske hidrolize otpadnog pivskog tropa ispitana je u bioreaktoru s mijesalom. Obi¢no se
izdvojena Cvrsta faza dobivena fizikalno-kemijskom predobradom lignoceluloznih sirovina
odbacuje (Macheiner i sur., 2003) no, obzirom da sadrzi kompleksne Secere iz kojih se mogu
dobiti fermentabilni Seceri provedena je enzimska hidroliza ¢vrste faze primjenom
komercijalnih enzima na nacin opisan u poglavlju 3.2.2. Podloga za uzgoj u bioreaktoru s
mijeSalom pripremljena je prema poglavlju 3.2.3.6., a uzgoj je voden kako je opisano u
poglavlju 3.2.4.5. Rezultati Sarznog uzgoja s pritokom supstrata u bioreaktoru s mijeSalom na

enzimskom hidrolizatu prikazani su na slici 11 i u tablici 12.

55



[EY
o

9
8
7
6 g
D&D
5 O
4 =2
>
3
2
20 -1
0 -0
0 10 20 30 40 50 60 70
t[h]
—O—glukoza ——Kksiloza —volumen —{1—0D600
10

N w B (¢;] (o] ~ (o] ©
VL]

20 -1
I-l'[I.[.!\
0 O~ INNNEE-N iN-IIN-B il 0
0 10 20 30 40 50 60 70
t[h]
—O—mlijedna kiselina ~—&—acetat —m—mravljakiselina ——volumen

Slika 11. Promjena mase glukoze, ksiloze [g], ODeoo [-] i volumena podloge [L] (A) te
promjena mase mravlje kiseline, acetata, mlije¢ne kiseline (MK) [g] i volumena podloge [L]
(B) tijekom Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata,

u bioreaktoru s mijeSalom, na enzimskom hidrolizatu ¢vrste faze zaostale nakon kiselinske

hidrolize otpadnog pivskog tropa
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Sarzni uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata u bioreaktoru
s mijeSalom, na enzimskom hidrolizatu Cvrste faze zaostale nakon kiselinske hidrolize
otpadnog pivskog tropa, voden je 73,5 h. Na slici 11 strelicama su oznaCene prihrane
enzimskim hidrolizatom otpadnog pivskog tropa. Prva prihrana (volumena 1 L) dodana je u
bioreaktor s mijeSalom nakon 9. sata uzgoja, druga prihrana (volumena 1 L) dodana je nakon
26. sata uzgoja, a tre¢a prihrana (volumena 0,7 L) nakon 52. sata uzgoja. Kao izvori ugljika
koriSteni su Seceri glukoza i ksiloza (arabinoza nije detektirana u enzimskom hidrolizatu).
Tijekom uzgoja utroSeno je ukupno 222,6155 g glukoze te 64,9376 g ksiloze. Od produkata
sintetizirana je samo mlije¢na kiselina (u uzorcima nisu detektirani 2,3-butandiol, etanol niti
acetoin). Najve¢i prinos mlijeéne kiseline dobiven je nakon druge prihrane enzimskim
hidrolizatom otpadnog pivskog tropa, a ukupan prinos na kraju procesa iznosio je 183,7764 g.
Koeficijent konverzije supstrata u mlije¢nu kiselinu (racunato na ukupni supstrat) iznosio je
0,6391 g/g, a produktivnost 0,2841 g/(L h). Octena i mravlja kiselina bile su prisutne u podlozi
na pocetku uzgoja. Mravlja kiselina je tijekom procesa u potpunosti utroSena, a octena kiselina
je dodavana tijekom procesa s podlogom za prihranu te se njena koncentracija nije znacajnije

mijenjala.

Nakon 48 h Sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s
mijeSalom, na enzimskom hidrolizatu cvrste faze dobivene nakon kiselinske hidrolize
otpadnog pivskog tropa, proizvedeno je 9,84 g/L 2,3-butandiola, 3,58 g/L etanola te 7,45 g/L
mlije¢ne kiselina. Koeficijent konverzije supstrata u 2,3-butandiol iznosio je 0,033 g/g, a

koeficijent konverzije supstrata u etanol 0,070 g/g (Didak Ljubas i sur., 2022).
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Tablica 12. Parametri uspjesnosti, specifiéne brzine potros$nje supstrata i sinteze mlije¢ne

Kiseline sarznog uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 s pritokom supstrata, u

bioreaktoru s mijesalom, na enzimskom hidrolizatu ¢vrste faze zaostale nakon kiselinske

hidrolize otpadnog pivskog tropa

Faza 1l Faza 2 Faza 3 Faza 4 Ukupno za
Parametri (prije prve | (nakon prve | (nakon druge | (nakon trece cijeli
prihrane) prihrane) prihrane) prihrane) proces
Ys (glo) [9] 9,9184 53,5661 101,3935 57,7375 222,6155
Y's ksity [0] 6,2585 8,4950 24,0718 26,1123 64,9376
Ye vk [0] 9,7035 70,2333 84,9627 18,8769 183,7764
Yris vy [0/9] 0,5998 / 0,6772 0,2251 0,6391
Pr mk (9/(L h)) 0,1767 0,5819 0,4034 0,0998 0,2841
Is oley [1/h] 0,0226 0,0198 0,1074 0,0475 /
s ksity [1/N] 0,0279 0,0086 0,0821 0,0243 /
rvik [1/h] 0,8291 0,1340 0,0301 0,0025 /
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata tijekom ovog istrazivanja moze se zakljuciti slijedece:

1. Uzgojem bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u podlogama s razli¢itim izvorima
dusika utvrdeno je da bakterija pokazuje sposobnost rasta i sinteze proizvoda u svim
podlogama osim u podlozi 4 (s 10 g/L CSL-a) pa se moze zakljuciti da CSL kao izvor dusika
nije pogodan za uzgoj ove bakterije. Uzgojima u podlogama 1 (5 g/L kvascevog ekstrakta i 5
g/L peptona), 2 (10 g/L kvascevog ekstrakta) i 5 (10 g/L mesnog ekstrakta) dobiveni su sli¢ni
prinosi 2,3-butandiola s time da su najveci koeficijent konverzije glukoze u 2,3-butandiol
(0,4118 g/g) i produktivnost (0,1226 g/(L h)) postignuti tijekom uzgoja u podlozi 2, a najmaniji
u podlozi 3 (10 g/L peptona). S druge strane, uzgojem u podlozi 3 dobivene su vece vrijednosti
prinosa, produktivnosti i koeficijenata konverzije glukoze u etanol i acetoin nego u ostalim
podlogama pa se moze zakljuditi da je pepton kao izvor dusika pogodniji za sintezu etanola i

acetoina nego 2,3-butandiola, u usporedbi s ostalim izvorima dusika.

2. Bakterija Paenibacillus polymyxa DSM 742 pokazuje sposobnost proizvodnje
ekstracelularnih lignoceluloliti¢kih enzima na ksilanu, celulozi i karboksimetilcelulozi.

Najveca enzimska aktivnost odredena je nakon 144. sata uzgoja na ksilanu (3,3105 U/ml).

3. Glavni produkt dobiven Sarznim uzgojem spomenute bakterije u bioreaktoru s
mijeSalom, u podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata pivskog tropa, bila je mlije¢na
kiselina, no proizvedene su i manje koli¢ine etanola, 2,3-butandiola te acetoina. Najveci prinosi
produkata zabiljezeni su nakon 30. sata uzgoja, a obzirom da se koncentracije produkata pri
kraju procesa znacajno smanjuju, trebalo bi optimirati vrijeme vodenja procesa. Nadalje,
Sarznim uzgojem ove bakterije s pritokom supstrata dobivene su vece vrijednosti
produktivnosti i koeficijenata konverzije supstrata u 2,3-butandiol, etanol i acetoin (izuzev

mlije¢ne kiseline) u odnosu na Sarzni nacin vodenja procesa.

4. Sarznim uzgojem ove bakterije s pritokom supstrata u bioreaktoru s mijesalom, na
kiselinskom hidrolizatu pivskog tropa, kao glavni proizvod dobiven je etanol, a takoder je
proizvedena mlije¢na Kiselina, 2,3-butandiol i acetoin. Za razliku od ostalih provedenih uzgoja

u bioreaktoru s mijesalom, tijekom ovog uzgoja sintetizirani su acetat i formijat.

5. Sarznim uzgojem ove bakterije s pritokom supstrata, u bioreaktoru s mijesalom, na
enzimskom hidrolizatu ¢vrste faze zaostale nakon kiselinske hidrolize pivskog tropa

proizvedena je jedino mlijecna kiselina. Ostali produkti metabolizma bakterije nisu detektirani.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Standardi koristeni za UPLC analizu

JednadZzba kalibracijskog

Tvar RT (min) R?
pravca

glukoza 4,766 y =143593x — 2189,5 0,9998
ksiloza 5,134 y = 126445x — 484,34 0,9998
arabinoza 5,576 y =136417x — 7706,6 0,9981
mlijecna kiselina 6,709 y =70479x — 529,71 0,9998
mravlja kiselina 7,055 y = 47144x - 14705 0,9924
octena kiselina 8,035 y = 68165x — 2182,8 0,9983
acetoin 9,524 y = 86982x — 2336,7 0,9986
2R,3R-butandiol 9,550 y = 104502x + 6548,2 0,9982
etanol 11,143 y = 53836x - 15864 0,9969




IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja (STELLA BROZOVIC) izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvomi rezultat mojeg rada te

da se u njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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