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1. UVOD 

Današnje potrebe za energijom i dalje se većinom zadovoljavaju korištenjem fosilnih goriva. 

Zabrinutost vezana uz njihovu ograničenu dostupnosti postaje sve veća te se postavlja pitanje do 

kad će njihove rezerve potrajati. Opće je prihvaćena činjenica kako je cijena fosilnih goriva 

dosegla održivu visinu, ali isto tako da će ona i dalje rasti. Osim ograničene dostupnosti i cijene, 

velik problem predstavlja i učinak stakleničkih plinova na svjetsku klimu. Izgaranje fosilnih 

goriva dovodi do dramatičnog porasta stakleničkih plinova u atmosferi, posebice ugljikovog 

dioksida (CO2) (Dürre, 2007). S obzirom na činjenicu da je svjetska populacija u porastu te da je 

potrebno izbalansirati energetske potrebe i istovremeno ublažiti negativne efekte na okoliš, 

počelo se razmatrati korištenje nekonvencionalnih, alternativnih goriva (Prasad i sur., 2019).  

Proizvodnja biogoriva iz biomase pokazala se kao jednim od najboljih opcija budući da se gotovo 

sav CO2 otpušten tijekom izgaranja goriva dobivenih iz biomase može ponovno apsorbirati u 

biljkama i mikroorganizmima koji se ponovo mogu koristiti za proizvodnju biogoriva (Dürre, 

2007). Jedno od potencijalnih alternativnih goriva je 2,3-butandiol (2,3-BTD) koji se može 

koristiti za dobivanje aditiva gorivu, ili kao samo gorivo, a osim toga primjenu nalazi i u drugim 

granama industrije (Syu, 2001).  

2,3-butandiol trenutno se najvećim dijelom proizvodi kemijskom sintezom iz naftnih derivata. 

Međutim, zbog kontinuiranog porasta cijene goriva, kao i zbog otprije poznatog štetnog utjecaja 

na okoliš ovakva proizvodnja više nije održiva. U cilju ekonomičnije i ekološki prihvatljivije 

proizvodnje istražuje se biotehnološka proizvodnja 2,3-BTD-a. Pritom se razmatra korištenje 

obnovljivih sirovina poput industrijskog i poljoprivrednog otpada (Celińska i Grajek, 2009).  

U sklopu ovog diplomskog rada proveden je uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa na kemijski 

definiranim te na tri vrste hidrolizata lignoceluloznih sirovina. U prvom dijelu istraživanja uzgoji 

su provedeni na različitim podlogama u tikvicama na tresilici pri 30°C i pri brzini okretaja 

tresilice od 50 o/min. Pritom je ispitan bakterijski rast i proizvodnja bioprodukata u osam 

različitih podloga: četiri kemijski definirane i šest kompleksnih podloga. Prva kompleksna 

podloga sadržavala je glukozu kao jedini izvor ugljika, dok je druga sadržavala glukozu i ksilozu. 

Ostale dvije kemijski definirane podloge pripremljene su kao prve dvije uz dodatak kvaščevog 

ekstrakta. Kompleksne podloge pripremljene su od tekućeg dijela hidrolizata industrijske 

konoplje, bukve i jele. Za kompleksne podloge su također pripremljene paralelne podloge koje 

su sadržavale kvaščev ekstrakt. Eksperimenti u tikvicama provedeni su u podlogama sa i bez 

dodatka 4 g/L kvaščevog ekstrakta kako bi se ispitao utjecaj dodatnog izvora dušika na mikrobni 



2  

rast i proizvodnju metabolita, posebice 2,3-BTD-a. U drugom dijelu istraživanja provedeni su 

uzgoji na kemijski definiranoj podlozi s dodanim kvaščevim ekstraktom u bioreaktoru s čvrstim 

slojem. Kao čvrsti sloj korišten je aktivni ugljen te je tijekom istraživanja praćen utjecaj visine 

aktivnog ugljena na tijek odvijanja bioprocesa budući da je on služio kao sredstvo za 

imobilizaciju radne kulture. 
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1.  2,3-butandiol 

 

2,3-butandiol (2,3-BTD) poznat je i kao 2,3-butilen-glikol, 2,3-dihidroksibutan i dimetil-etilen 

glikol. To je organski spoj kemijske formule C4H10O2. Pripada skupini alkohola, točnije diola 

zbog dviju hidroksilnih skupina vezanih na alifatski lanac (HMDB, 2022). Zbog hidroksiliranih 

C-2 i C-3 atoma, 2,3-BTD svrstava se u skupinu sekundarnih alkohola ili glikola (PubChem, 

2022). 

 

2.2.  Fizikalno-kemijske karakteristike 2,3-butandiola 

 

S obzirom na svoju strukturu, 2,3-BTD sadrži kiralne centre stvarajući tri stereoizomera: optički 

aktivne dextro- (L-(+)-2,3-butandiol) i levo- (D-(+)-2,3-butandiol) enantiomere i meso- formu 

koja je optički neaktivna (Hakizimana i sur., 2020) (slika 1).  

 

 

Slika 1. Stereoizomeri 2,3-butandiola (Hakizimana i sur., 2020) (a) L-(+)-2,3-butandiol; (b) 

Meso-2,3-butandiol; (c) D-(+)-2,3-butandiol  

 

Na sobnoj temperaturi ovaj je spoj tekućina bez mirisa i boje ili u formi kristala (Syu, 2001). 

Topljiv je u vodi, alkoholima, niskomolekulskim ketonima i eterima, a također ga karakterizira 

značajna higroskopnost (HMDB, 2022). Ostala fizikalno-kemijska svojstva navedena su u tablici 

1. 
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Tablica 1. Svojstva 2,3-butandiola (GS Caltex) 

SVOJSTVO  

Strukturna formula CH3CH(OH)CH(OH)CH3 

Molekulska masa [kDa] 90,121 

Točka vrelišta [°C] 180-184 

Točka tališta [°C] 18-20 

Točka ledišta [°C] -60 

Gustoća [g/cm3] 0,992-1,002 

Viskoznost [mPa*s] 44-128 (na 25°C) 

Točka zapaljenja [°C] 85  (DIN 51758) 

 

2.3.  Primjena 2,3-butandiola 

 

Primjena 2,3- butandiola i njegovih derivata veoma je široka (slika 2). 2,3-BTD sastojak je 

parfema, fumiganata, sredstava za omekšavanje, sredstava protiv smrzavanja, plastifikatora te 

tiskarskih boja (Białkowska, 2016; Lal i Tabacchioni, 2009). U novije vrijeme se 2,3-BTD 

primjenjuje i kao ekološki prihvatljivo biljno gnojivo. Njegovim korištenjem biljke su otpornije 

na okolišni stres kao i na bakterijske i virusne štetnike, a osim toga 2,3-BTD djeluje i na poticanje 

njihovog rasta (GS Caltex). 
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Slika 2. Primjena 2,3-butandiola i njegovih prekursora (prema Białkowska, 2016) 

 

2,3-BTD primjenjuje se i kao gorivo zbog svoje visoke toplinske vrijednosti. Primjerice, 

toplinska vrijednost 2,3-BTD-a je 27,198 J/g što je blisko drugim alternativnim gorivima kao što 

su etanol (26,055 J/g) i metanol (22,081 J/g) (Syu, 2010). Zbog svoje ogrjevne vrijednosti i 

sposobnosti povećanja oktanskog broja goriva smatra se obećavajućim tzv. drop-in gorivom, 

odnosno gorivom sličnih svojstava u usporedbi s konvencionalnim fosilnim gorivima (Kargbo i 

sur., 2021). Uz to, može se lako konvertirati do metil-etil ketona (MEK) koji je poznat kao 

efikasan aditiv za goriva zbog visoke topline sagorijevanja. Nakon sinteze s metil-etil-ketonom i 

reakcijom hidrogenacije, 2,3-BTD se može konvertirati do oktana koji se koristi za proizvodnju 

visokokvalitetnog goriva za avione (Białkowska, 2016).  

Vrlo bitan derivat 2,3-BTD-a je i 1,3-butandien od kojeg se proizvodi sintetička guma koja je za 

vrijeme II. svjetskog rata zbog velike potražnje dobivena i primjenom mikroorganizama. 

Nadalje, može se primijeniti sredstvo za aromatiziranje nakon konverzije u diacetil procesom 

dehidrogenacije i kao takav dodavati u prehrambene proizvode (Syu, 2010). 
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Trenutno se 2,3-BTD u industrijskom mjerilu uglavnom proizvodi kemijskom sintezom. Na taj 

se način dobiva smjesa stereoizomera pa su nakon sinteze potrebni skupi procesi izdvajanja i 

pročišćavanja kako bi se dobila stereospecifična forma 2,3-BTD. U zadnje su vrijeme mnoga 

istraživanja rasvijetlila ulogu 2,3-BTD ukazujući na različita fizikalno-kemijska svojstva i 

jedinstvena djelovanja pojedinog stereoizomera, posebice u visokovrijednim proizvodima 

farmaceutske, kozmetičke i agroindustrije (Song i sur., 2019). 

Osim kemijskom sintezom, 2,3-BTD moguće je proizvesti i biotehnološkim putem korištenjem 

mikroorganizama što pruža jeftiniju i ekološki prihvatljiviju alternativu tradicionalnoj 

proizvodnji, a uz to moguće je proizvesti samo određene stereoizomere čime se izbjegavaju skupi 

procesi pročišćavanja (Białkowska, 2016).  

 

2.4.  Biotehnološka proizvodnja 2,3-butandiola 

 

S obzirom na navedenu problematiku vezanu uz kemijsku sintezu 2,3-BTD sve je veći fokus na 

biotehnološkoj proizvodnji. Na slici 3 prikazana je razlika između konvencionalne, kemijske 

proizvodnje i alternativne, biotehnološke proizvodnje 2,3-BTD-a. 
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Slika 3. Usporedba kemijskog i biotehnološkog procesa proizvodnje 2,3-butandiola (prema Song 

i sur., 2019) 

 

Biotehnološka proizvodnja 2,3-BTD postala je bolja opcija zbog mogućnosti sinteze u visokoj 

koncentraciji kao i zbog činjenice da visoka koncentracija ovog spoja ne djeluje toksično na sam 

radni mikroorganizam za razliku od npr. nekih vrsta alkohola (Ji i sur., 2011). Osim toga, u ovom 

tipu proizvodnje separacija 2,3-BTD-a iz prevrele podloge je mnogo jednostavnija i 

ekonomičnija. Razlog tome su prvenstveno niži kapitalni troškovi i niža potrošnja energije u 

odnosu na proizvodnju 2,3-BTD-a kemijskim putem i na proizvodnju drugih biogoriva, 

primjerice bioetanola i biobutanola (Mailaram i sur., 2022). Za razliku od kemijske sinteze, 

proizvod dobiven biotehnološkim putem je stereospecifičan pa nema potrebe za velikim brojem 

koraka kako bi se uklonili neželjeni stereoizomeri. Smanjenje broja koraka dovodi do manje 

potrošnje energije i kemikalija kao i do manje količine otpadnih produkata. 
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Još jedan razlog koji je bitno spomenuti jest veća katalitička sposobnost mikroorganizama pri 

blažim procesnim uvjetima čime se također bitno smanjuju energetske potrebe, a time i troškovi 

proizvodnje (Białkowska, 2016). Primjena različitih mikroorganizama omogućuje i korištenje 

veće sirovinske osnove u proizvodnji što uvelike utječe na troškove proizvodnje. Za razliku od 

prošlih desetljeća u kojima su se za sirovinu koristili škrobni i šećerni supstrati, u današnje se 

vrijeme pribjegava korištenju jeftinijih alternativnih sirovina, uglavnom dobivenih iz biomase.  

Ovi alternativni supstrati obično se dijele na lignocelulozne i nelignocelulozne. U 

nelignocelulozne sirovine ubrajaju se melasa i otpadci hrane dok u su lignocelulozne sirovine 

biljnog podrijetla (Okonkwo i sur., 2017; Ji i sur., 2011). 

 

2.5.  Metabolički put sinteze 2,3-butandiola 

 

Metabolički put proizvodnje 2,3-BTD-a započinje konverzijom monosaharida do piruvata 

procesom glikolize pri čemu dolazi dolazi do nastajanja 2 mola NADH po 1 molu monosaharida. 

U anaerobnim uvjetima piruvat se dekarboksilira do α-acetolaktata u reakciji kataliziranom α-

acetolaktat sintazom nakon čega slijedi još jedan korak dekarboksilacije uz pomoć enzima α-

acetolaktat dekarboksilaze pri čemu nastaje R-acetoin. Opisane dvije reakcije su redoks-reakcije 

pri čemu se piruvat i α-acetolaktat reduciraju, a u svakom koraku se oksidira po jedan mol NADH 

(Białkowska, 2016; Nakashimada i sur., 1998). 

Ukoliko dođe do stvaranja aerobnih uvjeta, α-acetolaktat će spontano dekarboksilirati u diacetil. 

Dobiveni diacetil se zatim reducira do S-acetoina butandiol dehidrogenazom ili diacetil 

reduktazom uz utrošak jednog mola NADH. Iz nastalih formi acetoina (R-acetoina i S-acetoina) 

formiraju se tri stereoizomera 2,3-BTD: (2R,3R), (2S,3S) i (2R,3S)- forme procesom oksidacije 

(Song i sur., 2019). Shema opisanog procesa nalazi se na slici 4. 

Sumarno, iz 1 mola glukoze nastanu 2 mola piruvata iz kojih u konačnici nastaje 1 mol 2,3-BDL 

uz generiranje 2 mola NADH. Budući da se samo 1 mol NADH reoksidira prilikom formiranja 

2,3-BTD, za oksidaciju drugog mola NADH provode se reakcije redukcije pri čemu nastaju ostali 

produkti kao što su etanol i laktat (Nakashimada i sur., 1998).  

Istraživanja su pokazala kako različiti sojevi proizvođači 2,3-BTD-a proizvode različite 

stereoizomere ili smjesu stereoizomera. Svi enzimi i komponente uključene u opisani 

metabolički put su uglavnom sintetizirani tijekom kasne log faze i stacionarne faze pri uvjetima 

limitacije kisikom (Celińska i Grajek, 2009). 
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Slika 4. Metabolički put dobivanja 2,3-BTD (prema Song i sur., 2019)  

Isprekidana crta predstavlja reakcije koje se odvijaju u anaerobnim uvjetima. Brojevi u zagradama 

predstavljaju ključne enzime uključene u proizvodnju 2,3, BTD. (1) , α-acetolaktat sintaza; (2) , α-

acetolaktat dekarboksilaza; (3) (2R,3S)-butandiol dehidrogenaza; (4) (2R,3S)-butandiol dehidrogenaza; 

(5) (2R,3R)-butandiol dehidrogenaza (S-acetoin formirajuća), (6) (2R,3R)-butandiol dehidrogenaza i (7) 

diacetil reduktaza 

Osim već prethodno opisane regulacije omjera NADH/NAD+, metabolički put sinteze 2,3-BTD 

ima i druge funkcije. Pretpostavlja se da je 2,3-BTD skladišni oblik za pohranu energije i ugljika 

u stanici tijekom stacionarne faze rasta mikroorganizama. Također, smatra se da je aktivacija 

ovog metaboličkog puta mehanizam sprječavanja intracelularnog zakiseljavanja, budući da je 2,3-

BTD neutralna molekula te da je njeno formiranje inducirano sniženom pH vrijednošću unutar 

stanice (Song i sur., 2019). Primjerice, poznato je da je acetat induktor sva tri enzima uključena 

u formiranje 2,3-BTD od piruvata (Celinska i Grajek, 2009) 
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2.6.  Mikroorganizmi koji se koriste u proizvodnji 2,3-BTD 

 

Razni mikroorganizmi posjeduju metabolički put dobivanja 2,3-BTD (ili barem dio puta), ali 

najznačajniji rodovi među njima su Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella, Enterobacter i Serratia. 

Prinosi i efikasnost proizvodnje 2,3-BTD tijekom uzgoja pomoću ovih mikroorganizama 

navedeni su u tablici 2. U svrhu proizvodnje 2,3-BTD navedeni sojevi se mogu genetički 

modificirati, a osim ovih, homolognih domaćina, moguće su i metaboličke manipulacije u 

heterolognim domaćinima (Okonkwo i sur., 2017; Ji i sur., 2011).  

 

Tablica 2. Sažeti prikaz tipa stereoizomera 2,3-BTD-a, produktivnosti i prinosa za različite 

mikroorganizme uz naznačen tip uzgoja i supstrat (prema Ji i sur., 2011) 

Sojevi Tip 2,3-BTD 

stereoizomera 

Supstrat Tip uzgoja Produktivnost 

[g/Lh] 

Prinos 

[g/g] 

Klebsiella 

pneumoniae 

mezo-, L-(+)- Glukoza Šaržni s 

pritokom 

4,21 0,43 

Klebsiella 

pneumoniae 

mezo-, L-(+)- Glicerol Šaržni s 

pritokom 

0,47 0,39 

Klebsiella 

pneumoniae 

mezo-, L-(+)- Jeruzalemska 

artičoka 

Šaržni s 

pritokom, SSF 

1,18 1,81 

Klebsiella 

pneumoniae 

mezo-, L-(+)- Kukuruzna 

melasa 

Šaržni s 

pritokom 

1,35 0,41 

Klebsiella 

oxytoca 

mezo-, L-(+)- Hidrolizat 

kukuruznih 

oklasaka 

Šaržni s 

pritokom 

0,59 0,50 

Klebsiella 

oxytoca 

mezo-, L-(+)- glukoza Šaržni s 

pritokom 

1,64 0,48 
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Tablica 2. Sažeti prikaz tipa stereoizomera 2,3-BTD-a, produktivnosti i prinosa za različite 

mikroorganizme uz naznačen tip uzgoja i supstrat (prema Ji i sur., 2011)-nastavak 

Sojevi Tip 2,3-BTD 

stereoizomera 

Supstrat Tip uzgoja Produktivnost 

[g/Lh] 

Prinos 

[g/g] 

Klebsiella oxytoca mezo-, L-(+)- Melasa Reciklacija 

stanica 

2,40 0,42 

Klebsiella oxytoca mezo-, L-(+)- Glukoza Šaržni 1,74 0,49 

Enterobacter 

aerogenes 

mezo-, L-(+)- Glukoza Šaržni s 

pritokom 

5,40 0,49 

Serratia 

marcescens 

mezo- Saharoza Šaržni s 

pritokom 

2,67 0,41 

Serratia 

marcescens 

mezo- Saharoza Šaržni s 

pritokom 

3,49 0,47 

Paenibacillus 

polymyxa 

D-(-)- Stabljka 

jeruzalemske 

artičoke 

Šaržni 0,88 0,50 

Bacillus subtilis D-(-)-, mezo- Glukoza Šaržni 0,33 0,38 

Bacillus 

licheniformis 

D-(-)-, mezo- Glukoza U tikvici 

bez 

miješanja 

0,47 0,12 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

D-(-)-, mezo- Glukoza Šaržni - 0,33 

 

Pri odabiru mikroorganizma producenta 2,3-BTD za industrijsku proizvodnju potrebno je obratiti 

pozornost na faktore kao što su sigurnost procesa, čistoća dobivenog izomera, troškovi sirovina 

i procesa izolacije i pročišćavanja proizvoda (downstream procesa) (Tinôco i sur., 2020). Uzevši 

prethodno navedene kriterije u obzir, vrste rodova Klebsiella te Paenibacillus polymyxa imaju 

najveći potencijal za proizvodnju 2,3-BTD u velikom mjerilu. 

Prednost bakterija iz roda Klebsiella, točnije vrsta Klebsiella oxytoca i Klebsiella pneumoniae, 

očituje se u njihovoj širokoj rasprostranjenosti, sposobnosti metaboliziranja različitih izvora 

ugljika uključujući glukozu, manozu, galaktozu, ksilozu, arabinozu, celobiozu, laktozu, 

toleriranju širokog raspona pH vrijednosti podloge, koncentracije kisika i temperature (Biebl i 
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sur., 1998). Uglavnom proizvode meso-  i -L-(+)- oblik 2,3-BTD-a pri čemu je fermentacija 

potpuna, uz manji udio nusprodukata u odnosu na ostale rodove bakterija (Ma i sur., 2009). 

Glavnu prepreku u njihovoj širokoj industrijskoj primjeni predstavlja njihova patogenost (Jeong 

i sur, 2019; Song i sur., 2019; Celinska i Grajek, 2009).  

S druge strane, P. polymyxa je bakterija koja ima GRAS (Generally Regarded as Safe) status te 

ima sposobnost proizvodnje čistog optički aktivnog (R,R)-2,3-BD (D-(−)- izomera. Iz ovih 

razloga P. polymyxa ima velik potencijal za industrijsku proizvodnju 2,3-BTD (Celinska i 

Grajek, 2009; Nakashimada i sur., 1998). U ovom će se radu obratiti pozornost upravo na ovu 

bakteriju, njene karakteristike i sposobnost proizvodnje 2,3-BTD. 

 

2.7.  Bakterija Paenibacillus polymyxa 

 

Paenibacillus polymyxa (prema bivšoj taksonomiji Bacillus polymyxa) je gram-pozitivna, 

štapićasta, sporogena, neutrofilna i fakultativno anaerobna bakterija. Izolirana je iz brojnih 

staništa kao što su zemlja, rizosfera, biljno tkivo, fermentirana hrana i morski sedimenti 

(Langendries i Goormachtig, 2021).  

Većinom se bakterije ove vrste nalaze u tlu, često u zajednici s biljnim korjenjem pri čemu 

promoviraju biljni rast pa se stoga primjenjuju u agrikulturi. Promocija rasta biljaka očituje se 

kroz ispuštanje fitohormona i indol-3-octene kiseline kiseline koji prevode fosforne spojeve u 

one dostupne biljci, pentiladenina i drugih citokina koji potiču pupanje i listanje biljke, njenu 

germinaciju i reproduktivni razvoj te kroz olakšavanje fiksacije dušika. Osim toga, djeluju i na 

otpornost biljke prema patogenima inducirajući biljnu rezistenciju izlučujući biocidne spojeve 

(Jeong i sur., 2019; Grady i sur., 2016). 

Neki od sekundarnih metabolita bakterije P. polymyxa su i antimikrobni spojevi-antibiotici i 

lantibiotici (antimikrobni agens koji služi za bioprezerviranje hrane) koje ova bakterija izlučuje 

kako bi zaštitila sebe ili organizam s kojim je u simbiozi. Do sad su otkriveni polimiksin E1 i 

paenibacilin koji zbog svojeg antibiotičkog i lantibiotičkog djelovanja pokazuju velik potencijal 

za primjenu u medicini i prehrambenoj industriji (Lal i Tabacchioni, 2009). Polimiksin E1 poznat 

je po antimikrobnim svojstvima prema gram-negativnim bakterijama. Paenibacilin pokazuje 

antimikrobnu aktivnost prema širokom spektru patogenih bakterija i prema onima koje uzrokuju 

kvarenje hrane uključujući Bacillus spp., Clostridium sporogenes, Lactobacillus spp., 

Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides, Listeria spp., Pediococcus 
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cerevisiae, Staphylococcus aureus i  Streptococcus agalactiae. Osim djelovanja na širok spektar 

bakterija, paenibacilin pokazuje zadovoljavajuća fizikalno-kemijska svojstva (dobra topljivost u 

vodi, toplinska rezistencija i pH stabilnost u rangu od 2 do 9) koja omogućuju lakše rukovanje 

(He i sur., 2007). 

Osim prethodno navedenih, razni sojevi P. polymyxa mogu proizvoditi i enzime poput β-1,3-

glukanaza, celulaza, hitinaza, proteaza i ksilanaza, a poznato je i da sintetiziraju 

egzopolisaharide. Ovi spojevi pronašli su primjenu u prehrambenoj industriji, obradi otpada, 

kemijskim sintezama i formulaciji detergenata (Lal i Tabacchioni, 2009; Budi i sur., 2000). 

 

2.8.  Bioeaktori s čvrstim slojem 

 

Bioreaktori s čvrstim slojem konstruirani su kao reakcijske posude punjene s nekim tipom 

nasutog materijala koji služi kao nosač. Pri izboru nosača potrebno je obratiti pozornost na 

specifičnu površinu, poroznost, hrapavost površine, veličinu pora i orijentaciju čestica nosača 

budući da oni utječu na katalitičku aktivnost, prijenos mase i prijenos topline, a u konačnici na 

pokazatelje uspješnosti bioprocesa (Afandizadeh i sur., 2001). 

U biotehnološkoj proizvodnji ovakvi sustavi najčešće se koriste za mikrobne konverzije ili 

proizvodnju specifičnog proizvoda pomoću imobiliziranih stanica ili enzima. Pri postupku 

imobilizacije stanica važnu ulogu ima sposobnost mikrobne populacije da se adsorbira na 

površinu i stvori biofilm. Za izradu nosača najčešće se koriste jeftini i lako dostupni materijali 

kao što su pijesak, ilovača, staklo, kvarc i razni plastični materijali. Imobilizacija mikrobnih 

stanica na nosač provodi se propuštanjem medija koji sadrži željenu mikrobnu kulturu kroz ulazni 

tok do zasićenja nosača pri čemu je potrebno posebno obratiti pozornost na protoke kroz takve 

sustave kako ne bi došlo do ispiranja biomase. Imobilizirane stanice tvore biofilm i kao takve 

provode svoje metaboličke aktivnosti koristeći nutrijente iz hranjive podloge koja cirkulira kroz  

sustav. Unatoč primjeni manjih protoka dio stanica ipak završi u hranjivoj podlozi zbog ispiranja. 

Bitno je naglasiti i da hranjivi medij mora prolaziti kroz nosač na način da ne uzrokuje njegovo 

čepljenje (Singh i Prerna, 2009). 

Do sad su ovakvi sustavi uspješno primijenjeni u različitim istraživanjima. Primjerice, bakterija 

P. polymyxa imobilizirana je na staklenu vunu s ciljem adsorpcije nikla i bakra iz onečišćene 

vode (Colak i sur., 2013). U tom istraživanju primijećeno je kako P. polymyxa veže metale za 
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peptidoglikan u svojoj staničnoj stijenci i to čak 111,52 mg/g bakra i 105 mg/g nikla pri njihovim 

početnim koncentracijama od 200 mg/L. 

Druga vrsta istraživanja koju su proveli Modak i sur. (1999) pokazala je da se bakterijska biomasa 

uz pomoć egzopolisaharida uspjela vezati na rudu boksita te iz nje koristiti kalcij. Razni proizvodi 

metabolizma uključujući mravlju, octenu, mliječnu i sukcinatnu kiselinu, etanol, 2,3-butandiol i 

acetoin potaknuli su otapanje kalcija s površine stanice i njeno prevođenje u tekuću fazu. Na taj 

je način smanjen sadržaj kalcija s 2,8 % na 0,5 % u 88 sati uzgoja u koloni duljine 1,2 metra i 

promjera 48 mm u kaskadno vođenom procesu. 

Nadalje, P. polymyxa adsorbirana na ugljen korištena je u svrhu uklanjanja sumpora i pepela uz 

zadovoljavajuću efikasnost od 60 %. Koncentracija sumpora smanjena je s 6,65 % na 2,6 %, a 

pepela s 3,3 % na 1,1 %.  Pritom je pokazano kako bakterijska adsorpcija nije provedena 

djelovanjem elekstrostatskih sila već fizikalnih koje ovise o silama između bakterije i površine 

vezanja (Abdel-Khalek i El-Midany, 2013). 

U ovom je radu kao adsorbens korišten aktivni ugljen zbog svoje povećane površine i poroznosti 

u odnosu na konvencionalni ugljen. Aktivni ugljen pronašao je svoju primjenu u industriji u 

procesima uklanjanja, izdvajanja i modificiranja raznih komponenti iz tekućih i plinovitih faza 

(Heidarinejad i sur., 2020). U nekim istraživanjima koristio se za uklanjanje organskih nečistoća 

(trikloretilen, benzen toluen, ksilen) i teških metala iz otpadnih voda kućanstva ili industrije 

(Anjum i sur., 2019). Do sada nije zabilježeno niti jedno istraživanje gdje je za proizvodnju 2,3-

BTD-a korišten reaktor s čvrstim slojem.  
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3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. MATERIJALI 

 

3.1.1. Radni mikroorganizam 

 

Za provedbu eksperimenata korišten je soj bakterije Paenibacillus polymyxa oznake DSM 742 

iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inženjerstvo, industrijsku 

mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva. Radna kultura Paenibacillus polymyxa je do tad čuvana 

u odgovarajućoj čvrstoj podlozi u Petrijevoj zdjelici na 4°C. 

 

3.1.2. Kemikalije i sirovine 

 

Kemikalije korištene za provedbu eksperimentalnog dijela nabrojene su u tablici 3. 

Tablica 3. Popis korištenih kemikalija 

 Kemikalija Stupanj čistoće Proizvođač 

 Agar  tehnički  Biolife, Italija  

 Amonijev acetat  ≥ 98% Merck KgaA, Njemačka  

 Amonijev sulfat  ≥ 98% Honeywell, SAD  

 Bakrov sulfat pentahidrat  99 %  Honeywell, SAD  

 Borna kiselina  p.a.  Kemika, Hrvatska  

 Cinkov klorid  p.a.  Kemika, Hrvatska  

 Cinkov sulfat heptahidrat  99 %  Merck KgaA, Njemačka  

 Etanol  96 %  GRAM-MOL d.o.o., 

Hrvatska  

 Glukoza ≥ 99 % Sigma-Aldrich, SAD 

 Kalijev dihidrogenfosfat ≥ 99 % Kemika, Hrvatska 

 Kalijev hidrogenfosfat ≥ 98 % Kemika, Hrvatska 

 Kobaltov klorid heksahidrat  p.a. Kemika, Hrvatska 

 Ksiloza > 98 % Sigma-Aldrich, SAD 
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Tablica 3. Popis korištenih kemikalija-nastavak 

Kemikalija Stupanj čistoće Proizvođač 

Kvaščev ekstrakt  
za upotrebu u 

biotehnologiji  

Liofilchem, Italija  

Magnezijev sulfat heptahidrat  > 99 % LACH NER d.o.o., Češka  

Manganov klorid dihidrat  p.a.  Kemika, Hrvatska  

Mesni ekstrakt  za upotrebu u 

biotehnologiji  

Liofilchem, Italija  

Natrijev hidroksid  > 99 % Merck KgaA, Njemačka  

Natrijev molibdat dihidrat  p.a.  Kemika, Hrvatska  

Natrijev tartarat dihidrat  p.a.  Kemika, Hrvatska  

Octena kiselina  > 99,5 %  Avantor, SAD  

Pepton  za upotrebu u 

biotehnologiji  

Fischer Scientific, UK  

Sumporna kiselina  96 %  Merck KgaA, Njemačka  

Željezov sulfat heptahidrat  p.a.  Kemika, Hrvatska  

 

3.1.3. Sastav hranjive podloge  

 

3.1.3.1. Kemijski definirane podloge 

 

Tijekom ovog istraživanja korištene su kemijski definirane podloge za održavanje radne kulture, 

pripremu inokuluma i uzgoje koji su provedeni u tikvicama i bioreaktoru s čvrstim slojem. 

Sastav čvrste podloge za održavanje radne kulture prikazan je u tablici 4.  

Sastav podloge za pripremu inokuluma prikazan je u tablici 5. Kao jedini izvor ugljika ova 

podloga je sadržavala 15 g/L glukoze. 

Podloge korištene u preliminarnom istraživanju razlikovale su se prema izvoru ugljika (jedan 

izvor ili dva) te sadržaju dodatnog izvora dušika kako bi se ispitao utjecaj vrste supstrata i 
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kvaščevog ekstrakta na rast bakterijske biomase i proizvodnju metabolita. Tako su se u 

preliminarnom istraživanju koristile podloge u kojoj je jedini izvor ugljika bila glukoza, a u 

drugoj glukoza i ksiloza. Nadalje, za ispitivanje utjecaja dodatnog izvora dušika (kvaščev 

ekstrakt) pripremljene su i podloge kao što je navedeno prethodno, ali sa i bez dodatka kvaščevog 

ekstrakta. U konačnici su pripremljene četiri tikvice. Prve dvije podloge su sadržavale 15 g/L 

glukoze te je jedna od njih sadržavala 4 g/L kvaščevog ekstrakta, a druga nije. Također, 

pripremljene su i dvije podloge koje su sadržavale dva izvora ugljika: 7,5 g/L glukoze i 7,5 g/L 

ksiloze kod kojih je isto tako u jednu od njih dodano 4 g/L kvaščevog ekstrakta, a u drugoj nije. 

Sve navedene podloge sadržavale su istu količinu elemenata u tragovima koji su dodani u obliku 

otopine čiji je sastav prikazan u tablici 6. 

 

Tablica 4. Kemijski sastav čvrste, kemijski definirane hranjive podloge za održavanje radne 

kulture Paenibacillus polymyxa DSM 742. 

Kemikalija Masena koncentracija γ [g/L ] 

Glukoza 1 

Pepton 5 

Mesni ekstrakt 3 

Agar 15 

 

Tablica 5. Kemijski sastav tekuće hranjive podloge i faktori rasta za uzgoj bakterije 

Paenibacillus polymyxa DSM 742. 

Kemikalija Masena koncentracija γ [g/L ] 

Glukoza 15 7,5 

Ksiloza 0 7,5 

Kvaščev ekstrakt 4,0 

Pepton 5,0 

Magnezijev sulfat heptahidrat 0,2 

Kalijev dihidrogenfosfat 3,5 

Kalijev hidrogenfosfat 2,5 

Amonijev acetat 5,0 

Amonijev sulfat 4,0 
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Tablica 6. Kemijski sastav otopine elemenata u tragovima za pripremu tekuće, kemijski 

definirane podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 

Tvar γ  [g/L] 

željezov sulfat heptahidrat 2,500 

kobaltov klorid heksahidrat 0,075 

bakrov sulfat pentahidrat 0,031 

borna kiselina 0,258 

cinkov klorid 0,021 

natrijev molibdat dihidrat 0,023 

kalijev natrijev tartarat 2,100 

 

3.1.3.2. Kompleksne podloge 

 

Osim kemijski definiranih, za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 korištene su i 

tri kompleksne podloge: hidrolizati industrijske konoplje, bukve i jele. Hidrolizati bukve i jele 

dobiveni su gotovi, dok je hidrolizat konoplje pripremljen dodatno za izvođenje ovog rada. Sva 

tri hidrolizata pripremljena su kiselinskom predobradom pojedine lignocelulozne sirovine u 

visokotlačnom reaktoru nakon čega su profiltrirani i neutralizirani. Na kraju pripreme je dodana 

otopina elemenata u tragovima sastava iz tablice 6. 

 

3.1.4. Oprema 

 

3.1.4.1. Visokotlačni reaktor za predobradu lignoceluloznih sirovina 

 

Za predobradu lignoceluloznih sirovina razrijeđenom sumpornom kiselinom korišten je 

visokotlačni reaktor tvrtke „Marus-ATM” (Zagreb, Hrvatska) ukupnog volumena 20 L.  
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3.1.4.2. Uređaj za tekućinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC) 

 

Tekućinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti, analizirani su tekući uzorci dobiveni 

tijekom eksperimentanog rada. Pritom je korišten UPLC uređaj Agilent Technologies 1290 

Infinity II, Santa Clara, SAD. Uređaj se sastoji od crpke (G7104A 1290 Flexible Pump), 

uzorkivača (G7129B 1290 Vialsampler), pećnice, analitičke kolone (Rezex ROA-Organic Acid 

H+, Phenomenex) dimenzija 150×7,8 mm s odgovarajućim pretkolonama, detektora indeksa 

loma (G7162A 1260 RID) i računalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao 

mobilna faza korištena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka 

iznosio je 10 µL, a protok mobilne faze 0,6 mL/min. 

 

3.1.4.3. Centrifuge 

 

Uređaj za centrifugiranje korišten je za pripremu uzoraka za kromatografsku analizu (UPLC). Za 

te potrebe korištena je je centrifuga „CF-10“ (Witeg, Njemačka) 

 

3.1.4.4. UV-Vis spektrofotometar 

 

 Za provođenje spektrofotometrijskih analiza korišten je Spektrofotometar Cary 100, UV-VIS“ 

(Agilent Technologies, SAD). Ovim uređajem moguće je primijeniti valne duljine između 190 i 

900 nm na uzorke kako bi se iz dobivene apsorbancije mogla izračunati koncentracija pojedinog 

spoja. U ovom istraživanju spektrofotometar je korišten za određivanje apsorbancija hranjivih 

podloga kao indirektnog pokazatelja rasta stanica bakterija, na valnoj duljini od 600 nm.  

 

3.1.4.5. Ostala oprema 

 

Analitička vaga Shimadzu, AX-200 W/O AC ECTA (Japan) korištena je za odvage kemikalija 

te za određivanje suhe tvari biomase, dok je za potrebe vaganja sirovina korištena tehnička vaga 

Tehtnica ET-1211 (Tehtnica Železniki, Slovenija). Za pohranu uzoraka korišten je zamrzivač 

tvrtke Gorenje (Hrvatska). Uzgoj u tikvicama proveden je na tresilici RM 71 (B. Braun Biotech. 

International, Sartorius group, Njemačka). Vrtložna miješalica korištena je za homogenizaciju 

uzoraka prije analize. 
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3.2.  METODE 

 

3.2.1. Priprema čvrste podloge za održavanje radne kulture 

 

Podloga za uzgoj čvrste kulture pripremljena je na način da je u Erlenmeyerovoj tikvicu od 500 

mL otopljeno 0,2 g glukoze, 1 g peptona, 0,6 g mesnog ekstrakta i 3 g agara (tablica 4) u maloj 

količini demineralizirane vode na magnetskoj miješalici. Potom je dodan ostatak 

demineralizirane vode tako da je konačni volumen iznosio 200 mL. Tikvica s podlogom je 

začepljena vatenim čepom te sterilizirana u autoklavu na 20 min pri 121 °C. Nakon sterilizacije 

podloga je izlivena u Petrijeve zdjelice i ohlađena. 

 

3.2.2. Priprema inokuluma za uzgoj biomase bakterije Paenibscillus polymyxa DSM 742 

 

Inokulum je pripremljen na način da je dio prethodno porasle kulture s čvrste podloge u Petrijevoj 

zdjelici prenešen pomoću eze u epruvetu s 10 mL sterilne vode. Stanice su resuspendirane te je 

sadržaj epruvete prebačen u tikvicu od 100 mL koja je sadržavala 20 mL podloge pripremljene 

na način opisan u poglavlju 3.2.3.. Tikvica je termostatirana preko noći bez miješanja na 

temperaturi od 30 °C. Drugi dan je 10 mL iz te tikvice prebačeno u drugu Erlenmeyerovu tikvicu 

od 300 mL koja je sadržavala 100 mL sterilne podloge istog sastava. Tikvica je ostavljena preko 

noći u istim uvjetima kao i manja, prethodna tikvica. Nakon 24 sata sadržaj veće tikvice korišten 

je za inokulaciju podloga za preliminarni dio istraživanja.  

 

3.2.3. Priprema kemijski definirane hranjive podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus 

polymyxa DSM 742 i podloge za uzgoj inokuluma 

 

Za preliminarno istraživanje u tikvicama ukupno su pripremljene četiri tikvice različitog sastava 

čije su koncentracije prikazane u tablici 5. Prve dvije podloge pripremljene su na način da se u 

dvije Erlenmeyerove tikvice od 500 mL zasebno u maloj količini demineralizirane vode otopilo 

3 g glukoze, 0,8 g kvaščevog ekstrakta, 1 g peptona, 0,04 g magnezijevog sulfata heptahidrata, 

0,7 g kalijevog dihidrogenfosfata, 0,5 g kalijevog hidrogenfosfata, 1 g amonijevog acetata i 0,8 

g amonijevog sulfata na magnetnoj miješalici. U jednu od te dvije tikvice dodan je i 1 g 



21  

kvaščevog ekstrakta. U druge dvije Erlenmeyerove tikvice od 500 mL je u svakoj od njih u  maloj 

količini demineralizirane vode otopljeno 1,5 g glukoze, 1,5 g ksiloze, 0,8 g kvaščevog ekstrakta, 

1 g peptona, 0,04 g magnezijevog sulfata heptahidrata, 0,7 g kalijevog dihidrogenfosfata, 0,5 g 

kalijevog hidrogenfosfata, 1 g amonijevog acetata i 0,8 g amonijevog sulfata na magnetnoj 

miješalici. U jednu od te dvije tikvice dodan je 1 g kvaščevog ekstrakta. Osim navedenih 

sastojaka, u svaku tikvicu dodano je i 3 mL/L, odnosno 0,06 mL otopine elemenata u tragovima. 

Sastav te otopine prikazan je u tablici 6. Nakon dodatka svih sastojaka tikvica se dopunila 

demineraliziranom vodom kako bi se dobila podloga određene koncentracije ukupnog volumena 

200 mL. Podloge su zatim sterilizirane u autoklavu na 121°C kroz 20 minuta, a prije korištenja 

one su ohlađene na sobnu temperaturu. 

Podloga za uzgoj inoluluma pripremljena je u Erlenmeyerovoj tikvici od 100 mL i od 300 mL na 

način da je u maloj količini demineralizirane vode otopljeno: 0,2 g glukoze, 0,08 g kvaščevog 

ekstrakta, 0,1 g peptona, 0,004 g magnezijevog sulfata heptahidrata, 0,07 g kalijevog 

dihidrogenfosfata, 0,05 g kalijevog hidrogenfosfata, 0,1 g amonijevog acetata i 0,08 g 

amonijevog sulfata u tikvici od 100 mL i 3 g glukoze, 0,4 g kvaščevog ekstrakta, 0,5 g peptona, 

0,02 g magnezijevog sulfata pentahidrata, 0,35 g kalijevog dihidrogenfosfata, 0,25 g kalijevog 

hidrogenfosfata, 0,5g amonijevog acetata i 0,4 g amonijevog sulfata. Nakon otapanja svih 

praškastih sastojaka u tikvicu od 300 mL još je dodano 0,3 mL otopine elemenata u tragovima. 

Tikvice su na zatim dopunjene demineraliziranom vodom tako da je konačni volumen u tikvici 

od 100 mL iznosio 20 mL, a u tikvici od 300 mL je iznosio 100 mL. Sterilizacija je provedena u 

autoklavu kroz 20 minuta na 121 °C. 

 

3.2.4. Priprema otopine elemenata u tragovima 

 

Otopina elemenata u tragovima prethodno je pripremljena te je za potrebe ovog rada ova otopina 

dobivena u gotovom obliku te je 50 mL izuzeto i filtrirano preko mikrobiološkog filtera (0,2 µm, 

Sartorius), a zatim je prebačeno u Eppendorf tubu u kojoj se čuvalo u zamrzivaču. Za potrebe 

pripreme neke od podloga otopina je korištena nakon što se sva otalila. 
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3.2.5. Priprema kompleksnih podloga za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u 

tikvicama 

 

Za potrebe ovog rada korištene su tri kompleksne podloge dobivene iz tekućeg dijela hidrolizata 

industrijske konoplje, bukve i jele. Prva dva su dobivena gotova dok je treći pripremljen netom 

prije korištenja za uzgoj. Sve tri dobivene su korištenjem visokotlačnog bioreaktora pri jednakim 

uvjetima predobrade. 

U perforiranu košaru, koja je dio bioreaktorskog sustava, stavljena je određena količina 

lignocelulozne sirovine (885,7 g) te se zalila 1L 10 %-tnom sumpornom kiselinom. Bioreaktor 

je zatvoren te se sadržaj zagrijavao na temperaturu 180 °C. Zagrijavanje se provelo indirektno 

preko plašta pomoću termičkog ulja koje se zagrijalo u vanjskoj posudi električnim grijačima i 

čije se cirkuliranje u plaštu osiguralo pumpom. Vrijeme zadržavanja sadržaja pri 180 °C bilo je 

10 min, a po završetku procesa predobrade bilo je potrebno sniziti tlak u sustavu regulacijom 

ventila za paru. Nakon toga uslijedilo je odvajanje tekućeg od krutog dijela podloge. Tekući dio 

podloge korišten za uzgoje u tikvicama izuzet je otvaranjem ventila na dnu bioreaktora dok čvrsti 

dio nije podvrgnut daljnjoj analizi. Tekući dijelovi hidrolizata industrijske konoplje, bukve i  jele 

su profiltirarani korištenjem vakuum filtracije pomoću Büchnerovog lijevka, a potom je izvršena 

korekcija pH (do pH=7) dodatkom 4M otopine NaOH. Po završetku neutralizacije po 200 mL 

svakog od hidrolizata prebačeno je u Erlenmeyerove tikvice od 500 mL. U konačnici je 

pripremljeno 6 tikvica pri čemu je u pola od tih tikvica (različiti hidrolizati) dodano 0,8 g  

kvaščevog ekstrakta kako bi njegova koncentracija iznosila 4 g/L. Tako pripremljene podloge su 

sterilizirane su u autoklavu kroz 15 minuta na 121 °C.  Sastav ovih hidrolizata određen je 

tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti i prikazan je u tablici 7. 
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Tablica 7. Sastav tekućeg dijela hidrolizata industrijske konoplje, bukve i jele 

γ [g/L] KONOPLJA BUKVA JELA 

Glukoza 1,48 1,59 1,76 

Ksiloza 3,67 12,70 8,53 

Octena kiselina 0,17 0,37 0,48 

Laktat 0,05 0 0,07 

Formijatna kiselina 0 1,84 1,5 

2,3-butandiol 0 0,20 0,23 

 

3.2.6. Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u tikvicama na tresilici 

 

Bakterijska kultura uzgojena je u kemijski definiranim i kompleksnim podlogama. Tikvice koje 

su sadržavale 200 mL podloge, pripremljene na način opisan u poglavljima 3.2.3. i 3.2.5. 

inokulirane su s 20 mL inokuluma. Uzgoj na kompleksnim podlogama trajao je nešto duže (100 

sati) i također vođen na temperaturi od 30°C uz konstantno miješanje na tresilici (50 o/min). 

Tijek odvijanja eksperimenta praćen je izuzimanjem sterilnih uzoraka iz svih tikvica svakih 

nekoliko sati. Tokom ovog istraživanja, osim sastava podloge, praćena je i promjena optičke 

gustoće uzoraka pomoću spektrofotometra pri valnoj duljini od 600 nm. Volumen izuzetih 

uzoraka iznosio je 3 mL. Sastav svih uzoraka određen je UPLC analizom supernatanta nakon 

centrifugiranja svakog uzorka. 

 

3.2.7. Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na kemijski definiranoj podlozi u 

bioreaktoru s čvrstim nosačem 

 

Nakon preliminarnog dijela istraživanja u tikvicama, provedeno je dodatno eksperimentalno 

istraživanje mogućnosti korištenja bioreaktora s čvrstim slojem u biotehnološkoj proizvodnji 2,3- 

BTD-a. U ovom dijelu proučavan je utjecaj visine čvrstog sloja na mogućnost imobilizacije 

stanica P. polymyxa i na dinamiku proizvodnje 2,3-BTD-a. U ovom dijelu eksperimentalnog rada 

korištene su tri različite visine sloja aktivnog ugljena (7 cm, 10,5 cm i 13 cm). Bioreaktor s 

čvrstim slojem je ustvari staklena kolona duljine 69,5 cm i promjera 5 cm u koju su najprije 

nasute staklene kuglice (mase 77,04 g) čija je visina iznosila 2,8 cm, na dno kolone radi 

sprječavanja propadanja čvrstog sloja aktivnog ugljena. Na njih je nasut aktivni ugljen (100 g, 
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145 g i 190 g odnosno 7 cm, 10,5 cm i 13 cm visine) te je dodatno na vrh čvrstog sloja dodan 

porozan čep koji je sprječavao fluidizaciju samog sloja. Kolona je termostatirana pomoću 

plastičnih cijevi koje su bile omotane oko kolone kroz koje je, uz pomoć peristaltičke pumpe 

cirkulirala termostatirana voda temperature 30 °C. Prije imobilizacije stanica radnog 

mikroorganizma sustav kolone i plastičnih cijevi za cirkulaciju podloge kroz bioreaktor 

steriliziran je upumpavanjem 1 L 10% -tne octene kiseline kroz cijevi protokom od 0,6 L/h (2 h).  

Po završetku kemijske sterilizacije cijeli sustav je ispran s 10 L demineralizirane sterilne vode 

koja je cirkulirala istim protokom kroz sustav čija je uloga bila ispiranje i uklanjanje zaostale 

octene kiseline i osiguravanje adekvatne pH vrijednosti podloge tijekom proizvodnje 2,3-BTD-

a. Nakon navedenih pripremnih radnji uslijedila je imobilizacija stanica radnog mikroorganizma 

na čvrsti nosač (aktivni ugljen) na način da je 700 mL prethodno pripremljenog inokuluma 

upumpano u bioreaktor te je takva suspenzija cirkulirala kroz sustav 24 h. Drugi dan je suvišak 

inokuluma uklonjen iz sustava i započeto je upumpavanje svježe kemijski definirane podloge 

koja je uz minimalan protok (0,55 L/h) cirkulirala kroz kolonu do kraja svakog od tri 

eksperimenta. Minimalan protok podloge uzet je zbog sprječavanja mogućnosti ispiranja 

biomase s nosača čime bi se značajno smanjila efikasnost i pokazatelji uspješnosti. Tijek 

odvijanja procesa praćen je izuzimanjem uzoraka iz podloge iz cijevi na donjem dijelu šprice. 

Uzorci su analizirani korištenjem UPLC analitike. 

 

3.2.8. Analitičke metode 

 

3.2.8.1. Određivanje optičke gustoće 

 

Za određivanje optičke gustoće uzoraka tijekom preliminarnog istraživanja u tikvicama koji su 

bili izuzeti prije inokulacije i tijekom fermentacije, najprije su homogenizirani na vrtložnoj 

miješalici, a potom prebačeni u staklenu kivetu kako bi se izmjerila optička gustoća uređajem 

Spektrofotometrom „Cary 100“. Uzorci su analizirani pri valnoj duljini od 600 nm.  
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3.2.8.2. Priprema i analiza uzoraka tekućinskom kromatografijom ultra visoke 

djelotvornosti 

 

Uzorci za UPLC analizu pripremljeni su na način da je 750 µL prethodno izuzetog 

homogeniziranog supernatanta dobivenog nakon centrifugiranja uzoraka tijekom proizvodnje 

2,3-BTD u tikvicama, prebačeno u Eppendorf kivetu te je u nju  dodano 750 µL 10 %-tne otopine 

ZnSO4  kako bi se dodatno istaložili proteini. Sadržaj kivete je homogeniziran pomoću vorteksa 

i ostavljen 20 minuta u mirovanju kako bi se proteini i nečistoće istaložili. Nakon toga su uzorci 

centrifugirani na 10000 o/min kroz 10 min, a zatim je 1,5 mL supernatanta razrijeđen u omjeru 

1:1 s demineraliziranom vodom (4x razrjeđenje u konačnici).  Razrijeđeni uzorci filtrirani su kroz 

mikrobiološki filter (0,2 µm, Sartorius) u staklenu vijalu za UPLC analizu.  Analiza uzoraka 

tekućinskom kromatografijom ultra visoke učinkovitosti provedena je uz protok mobilne faze 

0,6 L/min, temperaturu od 60 °C pri čemu je volumen injektiranog uzorka bio 10 µL. Rezultati 

dobiveni kromatografskom analizom obrađeni su u računalnom programu za kromatografiju 

„OpenLAB CDS“. Pojedini sastojak uzorka za analizu detektiran je usporedbom retencijskih 

vremena uzorka i standarda, a koncentracija je izračunata iz jednadžbe pravca baždarnih 

dijagrama.  

 

3.2.8.3. Gravimetrijsko određivanje suhe tvari biomase imobilizirane u eksperimentima 

s bioreaktorom s čvrstim slojem 

 

Količina biomase imobilizirane na čvrsti sloj određena je način da se od mase osušenog aktivnog 

ugljena na kraju eksperimenta koji je sadržavao bakterijsku biomasu (mpo) oduzela masa 

osušenog aktivnog ugljena na početku bioprocesa (mpr). 

mbiomasa = mpo- mpr   [g]                                                           [1] 

 

3.2.9. Proračun pokazatelja uspješnosti procesa 

Na temelju navedenih jednadžbi izračunati su pokazatelji uspješnosti proizvodnje 2,3-BTD-a: 

𝑌𝑆 = 𝑆0 − 𝑆  [g/L]                          [2] 

                      

𝑌𝑃 = 𝑃 − 𝑃0  [g/L]                         [3] 
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𝑌𝑃/𝑆 =
𝑌𝑃

𝑌𝑆
=

𝑃−𝑃0

𝑆0−𝑆
  [g/g]                  [4] 

 

gdje je: 

S0, P0 - početna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L], 

S, P - konačna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L], 

X0 - početna koncentracija biomase [g/L], 

X - konačna koncentracija biomase [g/L], 

YS – ukupna potrošnja supstrata [g/L], 

YP – ukupni prinos produkta [g/L], 

YP/S - koeficijent konverzije supstrata u produkt [g/g]. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

U ovom su radu su prikazani rezultati istraživanja u kojima je proučavan uzgoj bakterije 

Paenibacillus polymyxa na kemijski definiranim i kompleksnim hidrolizatima (hidrolizat 

industrijske konoplje, bukve i jele) sa i bez dodatka dodatnog izvora dušika (kvaščev ekstrakt) s 

ciljem ispitivanja mogućnosti korištenja u proizvodnji 2,3-BTD-a. Također, u ovom poglavlju 

bit će prikazani i rezultati dobiveni proučavanjem proizvodnje 2,3-BTD-a  pomoću bakterije P. 

polymyxa u bioreaktoru s čvrstim slojem na kemijski definiranoj podlozi. 

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

tikvicama. 

U poglavlju 4.2. prikazani su rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u 

bioreaktoru s čvrstim slojem uz promjenjivu visinu čvrstog sloja. 
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4.1.  Rezultati preliminarnog istraživanja proizvodnje 2,3-BTD-a u tikvicama na 

kemijski definiranim i kompleksnim podlogama sa i bez dodatka dodatnog izvora 

dušika 

 

Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa  DSM 742 proveden je u mikroaerofilnim uvjetima u 

Erlenmeyerovim tikvicama na pet različitih podloga – dvije kemijski definirane i tri kompleksne 

podloge (hidrolizatima konoplje, bukve i jele). Podloge su se razlikovale po sadržaju 

fermentabilnih šećera- glukoze i ksiloze dok su elementi kao što su izvori dušika, faktori rasta, 

soli i elementi u tragovima bili dodani u jednakoj količini u svaku korištenu podlogu. Za svaku 

navedenu podlogu paralelno je proveden uzgoj sa i bez dodatka 4 g/L kvaščevog ekstrakta kako 

bi se ispitao utjecaj dodatnog izvora dušika na dinamiku bioprocesa. Uzgoj u tikvicama je 

proveden pri temperaturi od 30 °C na tresilici pri brzini okretaja 50 o/min. Tijekom uzgoja 

praćena je promjena optičke gustoće podloge (OD) pri 600 nm kao indirektni pokazatelj rasta 

biomase u hranjivoj podlozi. Također je praćena promjena koncentracije supstrata (glukoze i 

ksiloze) te glavnih produkata (2,3-BTD, etanola i laktata) za cijelo vrijeme trajanja eksperimenta. 
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Slika 5. Ovisnost koncentracije supstrata, produkta i OD o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa DSM 742 na: A kemijski definirano podlozi koja je sadržavala samo glukozu, A1 – 

kemijski definiranoj podlozi A u koju je dodano i 4 g/L kvaščevog ekstrakta 

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, -●- - biomasa, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 

 

U eksperimentima sa P. polymyxa DSM 742 na kemijski definiranim podlogama (slika 5) 

utvrđeno je kako eksponencijalna faza rasta u slučaju kada je u podlozi korištena samo glukoza 
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kao izvor ugljika započela nešto ranije (oko petog sata) u slučaju kada je u podlogu dodan 

dodatan izvor dušika. U slučaju kemijski definirane podloge bez dodatka kvaščevog ekstrakta 

eksponencijalna faza započinje u 8. satu. Također, u eksperimentu s dodanim kvaščevim 

ekstraktom uočena je veća količina proizvedene biomase (viša očitanja OD vrijednosti) u odnosu 

na eksperiment u podlozi bez njegovog dodatka. Na kraju ova dva eksperimenta postignuti su 

slični prinosi 2,3-BTD-a, dok su se koncentracije ostalih praćenih produkata (etanola i laktata) 

razlikovale na kraju istraživanja. U tikvici bez dodanog izvora dušika nastalo je više mliječne 

kiseline, a u tikvici s dodanim kvaščevim ekstraktom više etanola. Ukupno su oba eksperimenta 

trajala 40 sati, a nešto brža potrošnja supstrata zabilježena je uz dodatak izvora dušika. 
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Slika 6. Ovisnost koncentracije supstrata, produkta i OD o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa DSM 742 na: B - kemijski definiranoj podlozi koja je sadržavala glukozu i ksilozu 

kao izvore dušika, B1 – kemijski definiranoj podlozi B u koju je dodano i 4 g/L kvaščevog 

ekstrakta 

 (-■- - glukoza, -□- - ksiloza, -●- - biomasa, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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U druge dvije tikvice koje su paralelno držane na tresilici osim glukoze kao izvor ugljika dodana 

je i ksiloza na način da je ukupna količina izvora ugljika bila jednaka i iznosila 15 g/L. U ovim 

eksperimentima (slika 6) uočena je slična dinamika bioprocesa. Uočeno je da se supstrati troše 

redosljedno pri čemu se prvo troši glukoza, a potom ksiloza iako je blagi pad koncentracije 

ksiloze zabilježen od početka dok je koncentracija glukoze bila najviša. I u ovim uzgojima nešto 

više vrijednosti OD zabilježne su u slučaju kad je u podlogu dodan dodatak izvor dušika. Ono 

što je bila najveća razlika u rezultatima dobivenim u tikvicama s različitim izvorima ugljika je 

da su puno niži prinosi svih produkata (2,3-BTD-a , etanola i laktata) u tikvicama u kojima je uz 

glukozu dodana i ksiloza. Ovi rezultati su u skladu s istraživanjem koje su proveli Didak Ljubas 

i sur. (2022). 
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Slika 7. Ovisnost koncentracije supstrata, produkta i OD o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa DSM 742 na: C – podlozi koja se sastoji od tekućeg dijela hidrolizata konoplje C1 -

podlozi C u koju je dodano i 4 g/L kvaščevog ekstrakta 

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, -●- - biomasa, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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Rezultati ispitivanja mogućnosti korištenja hidrolizata konoplje u biotehnološkoj proizvodnji 

2,3-BTD-a prikazani su na slici 7. Slika C prikazuje promjene koncentracije supstrata (glukoza i 

ksiloza) i svih detektiranih produkata (2,3-BTD, etanol i laktat). Slika C1 prikazuje rezultate na 

tom istom hidrolizatu uz dodatak kvaščevog ekstrakta. Generalno gledano, prilagodba bakterije 

(log faza) u kompleksnim podlogama traje 15 sati, dakle 5 sati dulje nego u kemijski definiranoj 

podlozi koja je sadržavala glukozu i ksilozu (B1) te  9 sati dulje nego u kemijski definiranoj 

podlozi koja je sadržavala samo glukozu (A1). Glukoza je u potpunosti potrošena u obje tikvice 

koje su sadržavale hidrolizat konoplje s tim da je fermentacija bila brža u slučaju kada je u 

podlogu dodan kvaščev ekstrakt. Proizvodnja 2,3-BTD, etanola i mliječe kiseline pokazuje sličan 

trend kao i u prethodnim eksperimentima na kemijski definiranim podlogama s tim da su 

postignute niže koncentracije zbog nižih koncentracija supstrata. U konačnici, u podlozi C 

potrošeno je 59,46 % ksiloze (3,7 g/L-1,5 g/L), u podlozi C1 potrošeno je 62,16 % ksiloze (3,7 

g/L-1,4 g/L). 
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Slika 8. Ovisnost koncentracije supstrata, produkta i OD o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa DSM 742 na: D – podlozi koja se sastoji od tekućeg dijela hidrolizata bukve D1 - 

podlozi D u koju je dodano i 4 g/L kvaščevog ekstrakta 

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, -●- - biomasa, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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U slučaju kada je kao podloga korišten hidrolizat bukve (slika 8) ostvareni su slični rezultati što 

se tiče količine proizvedenih produkata na kraju eksperimenta u usporedbi sa eksperimentom na 

hidrolizatu industrijske konoplje. Rezultati su slični i onima kada je korištena kemijski definirana 

podloga koja je sadržavala glukozu i ksilozu. Hidrolozat bukve sadrži malo više početne 

koncentracije glukoze i značajno veće koncentracije ksiloze koja se trošila gotovo od početka 

fermentacije što je vrlo vjerojatno posljedica niske koncentracije glukoze (Didak Ljubas i sur., 

2022). Promjena optičke gustoće kao indirektnog pokazatelja rasta biomase bila je nešto veća u 

odnosu na eksperimente sa hidrolizatom konoplje, ali značajnije lošiji u usporedbi s istraživanjem 

provedenim na kemijski definiranim podlogama na temelju čega se može zaključiti da 

koncentracija glukoze utječe na prinos biomase i 2,3-BTD-a. Također, bitno je napomenuti da 

neki spojevi koji nastaju kao nusprodukti tijekom kiselinske predobrade (mravlja kiselina, octena 

kiselina, furfural) također mogu utjecati na rast mikroorganizma i njegovu aktivnost čime se 

mogu objasniti lošiji rezultati ostvareni na kompleksnim podlogama. 
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Slika 9. Ovisnost koncentracije supstrata, produkta i OD o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa DSM 742 na: E - podlozi koja se sastoji od tekućeg dijela hidrolizata jele E1 -podlozi 

E u koju je dodano i 4 g/L kvaščevog ekstrakta  

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, -●- - biomasa, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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U zadnja dva eksperimenta provedena u tikvicama, kao podloga je korišten hidrolizat jele (slika 

9). Sastav hidrolizata jele sličan je sastavu hidrolizata bukve pri čemu hidrolizat jele sadrži nešto 

manje ksiloze. I u ovom eksperimentu zabilježene su niže vrijednosti promjena optičke gustoće 

u usporedbi s rezultatima koji su dobiveni na kemijski definiranoj podlozi. Dodatak kvaščevog 

ekstrakta u podlogu malo je ubrzao potrošnju glukoze koja je u konačnici sva potrošena kao i u 

svim eksperimentima u tikvici dok je najviše zaostalo ksiloze koja nije preferencijalni izvor 

ugljika. Ukupno gledano u svim hidrolizatima korišteni za ispitivanje mogućnosti u proizvodnji 

2,3-BTD-a pomoću bakterije P. polymyxa ostvareni su značajno lošiji rezultati koji se 

prvenstveno očituju u prinosu biomase, a zatim i 2,3-BTD-a. Koncentracije produkata su bile 

dosta niske, a najbrža potrošnja glukoze je zabilježena kad je korišten hidrolizat konoplje kao 

podloga uz dodatak kvaščevog ekstrakta. Pokazatelji uspješnosti ovog dijela istraživanja 

prikazani su u tablici 8.  

 

Tablica 8. Prikaz parametara uspješnosti za uzgoje u podlogama A-E1 

  Y 2,3-BTD 

[g/L] 

YEtOH  

[g/L] 

YLaktat  

[g/L] 

Y2,3-BTD/glu+ksi 

[g/g] 

Pr2,3-BTD 

[g/Lh] 

A 6,1 1,93 0,89 0,407 0,153 

A1 6,5 2 0,98 0,433 0,163 

B 5 1,7 0,75 0,424 0,125 

B1 5,3 1,8 0,85 0,442 0,133 

C 0,17 0,48 1,29 0,046 0,002 

 

C1 0,17 0,51 1,3 0,045 0,002 

D 0,4 1 6,1 0,04 0,004 
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Tablica 8. Prikaz parametara uspješnosti za uzgoje u podlogama A-E1-nastavak 

D1 0,45 1,18 6,2 0,044 0,005 

E 0,15 0,4 1,32 0,046 0,002 

E1 0,23 0,46 1,35 0,067 0,002 

 

 

4.2. Rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa u bioreaktoru s čvrstim slojem 

pri različitim visinama sloja aktivnog ugljena 

 

Nakon preliminarnog istraživanja na kemijski definiranim i kompleksnim podlogama odlučeno 

je da će se upravo podloga B1 koristiti u daljnjem istraživanju. Drugi dio ovog diplomskog rada 

bio je baziran na proučavanju mogućnosti korištenja bioreaktora s čvrstim slojem u proizvodnji 

2,3-BTD-a korištenjem aktivnog ugljena kao nosača za radni mikroorganizam. Optimalna 

temperatura proizvodnje regulirana je preko silikonskog crijeva omotanog oko kolone kroz koju 

je cirkulirala termostatirana voda. Nakon početne imobilizacije i upumpavanja čiste podloge ona 

je kontinuirano kružila sustavom, a njenu cirkulaciju je osiguravala peristaltička pumpa. Uzgoji 

su provedeni na kemijski definiranim podlogama koje su sadržavale 7,5 g/L glukoze i 7,5 g/L 

ksiloze zbog toga što se pokušavalo simulirati približne sastave hidrolizata lignoceluloznih 

sirovina koje bi eventualno mogli primjenjivati u biotehnološkoj proizvodnji 2,3-BTD-a. Jedini 

promjenjivi parametar bila je visina nosača, odnosno količina aktivnog ugljena koji je služio kao 

imobilizacijsko sredstvo za proizvodni mikroorganizam. Rezultati uzgoja prikazani su na slikama 

10-12. 
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Slika 10. Prikaz promjene koncentracije supstrata i produkata o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa u koloni s 7 cm visine nasutih granula aktivnog ugljena 

 (-■- - glukoza, -□- - ksiloza, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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Slika 11. Prikaz promjene koncentracije supstrata i produkata o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa u koloni s 10,5 cm visine nasutih granula aktivnog ugljena 

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat) 
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Slika 12. Prikaz promjene koncentracije supstrata i produkata o vremenu tijekom uzgoja P. 

polymyxa u koloni s 13 cm visine nasutih granula aktivnog ugljena 

(-■- - glukoza, -□- - ksiloza, - ♦- -2,3-BTD,  -▲- - etanol, -◊- - laktat ) 

U prva dva eksperimenta u kojima je korišteno 100 g, 145 g i 190 g aktivnog ugljena može se 

vidjeti relativno dugo trajanje lag faze proizvodnog mikroorganizma. S obzirom na činjenicu da 

je na manjoj količini aktivnog ugljena moguće imobilizirati manju količinu biomase u usporedbi 

sa zadnjim eksperimentom u kojem je korištena najveća količina imobilizacijskog sredstva, 

potrošnja prisutnih šećera je bila spora. Glukoza je preferencijalni izvor ugljika i najprije se troši 

s time da je u sva tri eksperimenta uočena blaga, ali konstantna potrošnja ksiloze. S obzirom na 

činjenicu da je ksiloza manja molekula od glukoze (Roli i sur., 2016), moguće je da je do nekih 

stanica koje su se zatekle dublje u zrncima aktivnog ugljena ksiloza lakše difundirala u odnosu 

na glukozu. Važno je napomenuti da, s obzirom na nisku brzini strujanja (laminarno strujanje)  

fluida kroz kolonu i oko granula aktivnog ugljena, postojali su značajni otpori prijenosu mase 

čime se može objasniti relativno dugo trajanje bioprocesa. Iz rezultata prikazanih na slikama 10, 

11 i 12 jasno je vidljivo da je brzina potrošnje oba supstrata najveća u slučaju kada je visina 

aktivnog ugljena u bioreaktoru s čvrstim slojem bila najviša što je u direktnoj korelaciji s 

količinom imobilizirane biomase. Iako je u posljednjem eksperimentu bilo imobilizirano najviše 

biomase (0, 89 g), na slici 12 može se vidjeti da je potrošnja glukoze stala nakon 200-tog sata 

dok se potrošnja ksiloze nastavila do 340-tog sata što je vrlo slično kao u prethodna dva 
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eksperimenta. Ova pojava mogla bi se i činjenicom da je ksiloza kao manja molekula lakše 

difundirala do dubljih slojeva aktivnog ugljena u kojima je bila imobilizirana biomasa. Osim 

toga, moguće je i da je dio biomase koja je bila bliže površinskom sloju isprano ili je došlo do 

njenog odumiranja. Što se tiče koncentracija proizvedenog 2,3- BTD-a, najniža koncentracija na 

kraju uzgoja je zabilježena u prvom slučaju dok je u druga dva slučaja zabilježena nešto viša 

koncentracija slična rezultatima dobivenim u preliminarnom istraživanju. 

Tijekom bakterijskog uzgoja u koloni s različitim visinama sloja aktivnog ugljena mjerena je 

optička gustoća, međutim OD vrijednost je za vrijeme cijelog uzgoja varirala između 0,01 i 0,06 

(slika 13) na temelju čega se može zaključiti da se većina bakterijske biomase zadržavala na 

nosaču, aktivnom ugljenu. Još jedan dokaz prisustva imobilizirane biomase je potrošnja supstrata 

i sinteza produkta koji su zabilježeni i u preliminarnom dijelu istraživanja. U tablici 9 prikazani 

su pokazatelji uspješnosti bioprocesa tijekom navedenih uzgoja u bioreaktoru s čvrstim slojem. 

 

Slika 13. Prikaz promjene optičke gustoće tijekom uzgoja u bioreaktoru s čvrstim nosačem 

-●-: uzgoj u bioreaktoru pri visini sloja aktivnog ugljena od 7 cm, -○-: uzgoj u bioreaktoru pri visini 

sloja aktivnog ugljena od 10,5 cm, -▲-: uzgoj u bioreaktoru pri visini sloja aktivnog ugljena od 13 cm 
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Tablica 9. Prikaz pokazatelja uspješnosti nakon uzgojea P. polymyxa DSM 724 u bioreaktoru s 

nosačem uz promjenu visine sloja nosača od 7, 10,5 i 13 cm. 

 VISINA STUPCA AKTIVNOG UGLJENA 

7 cm 10,5cm 13 cm 

Y2,3-BTD [g/L] 0,31 0,4 0,7 

YEtOH [g/L] 0,8 1,1 1,2 

Ylaktat [g/L] 0,2 0,2 0,25 

Y2,3-BTD,glu+ksi [g/g] 0,063 0,072 0,102 

Pr2,3-BTD [g/Lh] [g/Lh] 0,0005 0,0007 0,0012 

mbiomasa [g] 0,11 0,55 0,89 
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5. ZAKLJUČAK 

1. Usporedbom kemijski definiranih podloga koje su sadržavale glukozu kao jedini izvor 

ugljika i onih koje su sadržavale glukozu i ksilozu primijećeni su sniženi prinosi 

bioprodukata: 18 % manje 2,3-BTD-a , 8,8 % manje EtOH i 17 % manje laktata 

proizvedeno je u podlogama koje su sadržavale glukozu i ksilozu. 

2. Bakterija Paenibacillus polymyxa DSM 742 fermentira glukozu i ksilozu do 2,3-

butandiola, etanola i mliječne kiseline u svim tikvicama u kemijski definiranim i 

kompleksnim podlogama, ali uz značajno niže prinose 2,3-BTD-a u kompleksnim 

podlogama koje su bile pripremljene od tekućih dijelova hidrolizata. 

3. Dodatak kvaščevog ekstrakta u kemijski definirane podloge tijekom uzgoja u tikvicama 

uzrokuje veći prinos biomase kao i njenih bioprodukata. U kemijski definiranim 

podlogama s dodatkom kvaščevog ekstrakta proizvedeno je 6,3 % više 2,3-BTD-a, 4,7 % 

više EtOH i 11,7 % više laktata u odnosu na podloge istog sastava, ali bez dodatka 

kvaščevog ekstrakta. 

4. Uzgojem Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s čvrstim slojem se povećanjem 

sloja povećava i prinos 2,3-BTD-a. Pri visinama sloja od 7 cm, 10,5 cm i 13 cm prinos 2,3-

BTD-a je iznosio 0,31 g/L, 0,4 g/L i 0,7g/L uz koeficijente konverzije 0,063 g/g, 0,072 g/g 

i 0,102 g/g uz vrijednosti produktivnosti od 0,0005 g/Lh, 0,0007 g/Lh i 0,0012 g/Lh. 

5. Bioreaktor s čvrstim slojem može se koristiti u proizvodnji 2,3-BTD-a uz aktivni ugljen 

kao imobilizator biomase, ali je proces potrebno optimizirati. 
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7. PRILOZI 

Prilog 7.1. Popis kratica uz navedene oznake, veličine i jedinice 

Oznaka veličine  Veličina  Jedinica  

GLC  Glukoza  -  

XYL  Ksiloza  -  

2,3-BTD  2,3-butandiol  -  

EtOH  Etanol  -  

OD  Optička gustoća  -  

X  Biomasa  -  

t  Vrijeme uzgoja  h 

γ  Masena koncentracija  g/L  

γglukoza  Masena koncentracija glukoze  g/L 

γksiloza  Masena koncentracija ksiloze  g/L 

ΔSGLC  Potrošnja glukoze  g/L 

ΔSXYL  Potrošnja ksiloze  g/L 

Y2,3-BDL  Prinos 2,3-butandiola  
g/L 

YLaktat  Prinos mliječne kiseline  
g/L 

YEtOH  Prinos etanola  g/L 

Y2,3-BDL/GLC+XYL  Koeficijent konverzije glukoze 

i ksiloze u 2,3-butandiol  

g/g 

Pr2,3-BDL  Produktivnost proizvodnje 2,3-

butandiola  

g/Lh  
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