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gorivo ili aditiv gorivu, a nema Stetnih ucinaka na okoli§ poput fosilnih goriva. Moze se proizvesti
kemijskom sintezom ili uz pomo¢ odredenih vrsta mikroorganizama. U ovom radu proucavana je
mogucnost biotehnoloske proizvodnje 2,3-BTD-a pomocu bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742
na kemijski definiranim hranjivim podlogama uz povecanu inicijalnu koncentraciju octene kiseline (10
g/L, 12 g/L i 15 g/L) te je pracen njen utjecaj na prinos 2,3-BTD-a. Nakon preliminarnog dijela
istrazivanja u tikvicama, u drugom dijelu izrade ovog diplomskog rada, prouc¢avana je mogucnost
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su kao nosac/sredstvo za imobilizaciju stanica koristeni aktivni ugljen te bukove strugotine. U tikvicama
su ostvareni prinosi redom iznosili 0,4888 g/L, 0,2433 g/L i 0,1617 g/L $to pokazuje negativan utjecaj
povecéanja koncentracije octene kiseline na prinos 2,3-BTD-a u ovom sluéaju. Sto se ti¢e eksperimenata
u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, najveci prinos postignut je na bukovim strugotinama gdje je inicijalna
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Abstract: 2,3-butanediol (2,3-BTD) is an organic molecule that, due to its properties, can be used
as a fuel or a fuel additive, and has no harmful effects on the environment like fossil fuels. It can
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polymyxa DSM 742 on chemically defined nutrient media with an increased initial concentration
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1. UVOD

S obzirom da su, s jedne strane, potrebe ¢ovjecanstva za energijom sve vece, a S druge strane
rezerve fosilnih goriva sve su manje i njihova cijena visoka, uz dodatnu ¢injenicu da njihovo
koristenje ima Stetan ucinak na okoli§ zbog emisije staklenickih plinova, sve se viSe razmatraju
opcije proizvodnje nekonvencionalnih goriva (Ji i sur., 2011). Jedna takva vrsta kemikalije je
2,3-butandiol, koji se moze koristiti kao gorivo, aditiv gorivu, ali moze imati i niz drugih
primjena (Maina i sur., 2021).

2,3-butandiol se trenutno proizvodi kemijskom sintezom iz naftnih derivata, no zbog visoke
cijene proizvodnje i losih uc¢inaka na okolis istrazuje se mikrobna proizvodnja iz obnovljivih
izvora. No, s obzirom da mikrobna proizvodnja daje niske prinose, sve viSe paznje se usmjerava
razvoju strategija kako poboljSati pokazatelje uspjeSnosti bioprocesa. Da bi industrijska
proizvodnja bila isplativa potrebno je omoguciti koristenje jeftine i lako dostupne sirovine kao
Sto su npr. otpad prehrambene industrije i industrije biogoriva, odnosno lignocelulozne i
necelulozne sirovine (Ji i sur., 2011). Sto se ti¢e proizvodnog mikroorganizma, u proizvodnji
2,3-butandiola najées¢e se Kkoristi gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, neutrofilna,
sporulirajuca, S$tapi¢asta bakterija Paenibacillus polymyxa. MozZe metabolizirati razlicite
supstrate i proizvesti niz vaznih bioaktivnih tvari te se moze koristiti kao biognojivo
(Langendries i Goormachtig, 2021; Daud i sur., 2019).

Tijekom izrade ovog diplomskog rada, u preliminarnom dijelu istraZivanja, prouc¢avan je uzgoj
bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 na kemijski definiranim hranjivim podlogama, u
tikvicama s razli¢itim pocetnim koncentracijama octene Kiseline. Svi uzgoji provedeni u
tikvicama na tresilici pri 30 °C i pri brzini okretaja tresilice od 125 o/min pri ¢emu je glavni
izvor ugljika u podlogama bila glukoza. Ispitivan je rast bakterijske biomase te proizvodnja 2,3-
BTD-a s tri razli¢ite pocetne koncentracije octene Kiseline (10, 12 i 15 g/L) s ciljem utvrdivanja
utjecaja na proizvodnju 2,3-butandiola. U drugom dijelu istrazivanja proucavan je utjecaj
razli¢ite pocetne koncentracije octene kiseline na proizvodnju 2,3-BTD-a u bioreaktoru s ¢vrstim
slojem pri ¢emu su kao sredstvo za imobilizaciju bakterijskih stanica koriSteni aktivni ugljen i
bukove strugotine. U sklopu ovog dijela istraZivanja provedena su cCetiri eksperimenta u kojima
su koristene kemijski definirane hranjive podloge, s razli¢itim pocetnim koncentracijama octene

kiseline (10 i 15 g/L). Rezultati istrazivanja pokazali su da je aktivni ugljen bolje vezao biomasu



odnosno pokazao se kao bolje imobilizacijsko sredstvo u odnosu na bukove strugotine, no s
druge strane visi prinos 2,3-butandiola je postignut u eksperimentima s bukovim strugotinama.
Prinosi 2,3-BTD-a su nesto nizi kod niZe inicijalne koncentracije octene kiseline (10 g/L) te
iznose 0,6154 g/L za aktivni ugljen te 1,0502 g/L za bukove strugotine. Kod inicijalne
koncentracije octene kiseline od 15 g/L, prinos za aktivni ugljen iznosi 1,6667 g/L, a za bukove
strugotine 2,9368 g/L.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus je rod bakterija koji se vrlo ¢esto moze prona¢i u mikrobiomu tla, rizosferi i
biljnom tkivu. Isto tako, moze biti prisutna i u fermentiranoj hrani te morskim sedimentima.
Paenibacillus polymyxa je gram-pozitivna, fakultativno anaerobna, neutrofilna, sporulirajuca,
Stapicasta bakterija s peritrihalnim flagelama (Langendries i Goormachtig, 2021). Moze rasti na
razli¢itim supstratima te proizvoditi niz vaznih bioaktivnih tvari i sekundarnih metabolita (Daud
i sur.,, 2019), a izmedu raznih tehnoloSkih primjena moze se Koristiti i kao biognojivo
(Langendries i Goormachtig, 2021). Naime, ova vrsta moze i poticati rast biljaka na na¢in da
veze atmosferski dusik, otapa fosfate i proizvodi fitohormone te na taj nacin potice njihov rast.
Pokazalo se da P. polymyxa moze i proizvoditi razne korisne bioaktivne tvari poput antibiotika
(polimiksin) te antifungicidnih spojeva (fusaricidin) koji inhibiraju rast patogena (Daud i sur.,
2019; Padda i sur., 2017).

Nadalje, neki sojevi pokazali su se i kao dobri proizvodaci enzima koji mogu razgraditi stani¢nu
stijenku biljaka (celulaze, kitinaze, ksilanaze, proteaze, 3-1,3-glukanaze i B-glukozidaze). Neki
od ovih enzima pronasli su primjenu u prehrambenoj industriji, kozarskoj industriji,
gospodarenju otpadom, kemijskoj sintezi i u proizvodnji detergenata, a mikrobni
egzopolisaharidi mogu se Kkoristiti u uklanjanju metalnih iona iz otpadnih tokova te u
kozmetic¢koj i prehrambenoj industriji (Langendries i Goormachtig, 2021). Od ostale vaznije
industrijske primjene ove bakterije bitno je spomenuti proizvodnju optic¢ki aktivnog 2,3-
butandiola (Langendries i Goormachtig, 2021).

2.2.2,3-BUTANDIOL

2,3-butandiol (2,3-BTD) je poznat i pod nazivima 2,3-dihidroksibutan, dimetil-etilen glikol i
2,3-butilen-glikol. Ima dvije hidroksilne skupine vezane na alifatski lanac pa pripada skupini
alkohola, odnosno diola. S obzirom da ima hidroksilnu skupinu vezanu na drugom i tre¢em
ugljikovom atomu, pripada skupini sekundarnih alkohola ili glikola (Tinéco i sur., 2021).
Kemijska formula je CH3CH(OH)CH(OH)CHzs, a molekulska masa iznosi 90,12 Da. Ima visoku
tocku vrelista koja je 180-184 °C, a tocka lediSta mu je -60 °C. Pojavljuje se u obliku tekucine
bez boje i mirisa ili u kristalinicnom obliku (Syu, 2001). Fizikalno-kemijska svojstva 2,3-BTD-



a prikazana su u tablici 1 (Tinoco i sur., 2021).

Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva 2,3-BTD-a (prema Tindco i sur., 2021)

Svojstvo Opis
Opc¢a klasifikacija Bez boje i mirisa, velika viskoznost
Molekulska formula C4H1002
Molekulska masa [g mol™] 90,12
Temperatura talista [° C] -60 (levo i dextro), 33-34,5 (meso)
Temperatura vrelista [° C] 177-182
Toplina izgaranja [kJ g] 27,2
Oktanski broj Visok
Biorazgradivost Da

Postoje 3 stereoizomera 2,3-butandiola, a to su dekstro- [L-(+)-] i levo-[D-(-)-] oblici koji su
opticki aktivni i opti¢ki neaktivan -mezo oblik (Song i sur., 2019; Ji i sur., 2011; Syu, 2001), a
¢ije su strukturne formule prikazane na slici 1. Koji ¢e se sterecoizomer proizvesti, ovisi o
koristenom mikroorganizmu, a najée$c¢e nastane mjesavina dvaju stereoizomera (Ji i sur., 2011).

P. polymyxa moze proizvesti ¢isti (R,R)-2,3-BD (D-(-)-) izomer (Ji i sur., 2011; Syu, 2001).

OH OH
H; " Hs"\/’\c
3 i H3
OH OH
L-(+)-2.3-butandiol D-(-)-2,3-butandiol meso-2,3-butandiol
(S.S)-; desnozakreéuéi [, R)-; lijevozakreéu¢i ~ ©Pticki inaktivan oblik
oblik oblik

Slika 1. Stereoizomeri 2,3-butandiola (prema Ji i sur., 2011)

2,3-butandiol ima vrlo visoku ogrjevnu vrijednost i sposobnost povecanja oktanskog broja.

Moze se pretvoriti u metil-etil keton (MEK) koji je u¢inkovit aditiv za tekuce gorivo. Nakon



kombinacije s MEK-om i reakcije hidrogenacije, 2,3-butandiol se prevodi u oktan koji se koristi
kao visokokvalitetno zrakoplovno gorivo. U industrijskom mjerilu se proizvodi kemijskim
metodama (Biatkowska, 2016).

Industrijska proizvodnja 2,3-butandiola uklju¢uje pirolizu diacetata pri ¢emu su glavna sirovina
za proizvodnju buteni dobiveni iz “crack” plinova. Ovaj proces rezultira u konac¢nici nastankom
smjese buten oksida sljedeceg sastava: 55 % trans-2,3-buten oksida, 30 % cis-2,3-buten oksida
i 15 % 1,2-buten oksid. Dodatnom hidrolizom smjese pri 50 bara i 160-220 °C (AH=-42 kJ/mol)
nastaje smjesa 2,3-butandiol izomera koji se mogu odvojiti frakcioniranjem u vakuumu. 1z trans-
2-butena preko trans-2,3-buten oksida nastaje meso-2,3-butandiol, a iz cis-2-butena preko cis-
2,3-buten oksida nastaje racemi¢na smjesa L-2,3-butandiola i D-2,3-butandiola. Visoka
potroSnja energije 1 skupi katalizatori ¢ine ovaj proces vrlo skupim pa nema Siroku primjenu u
industriji (Maina i sur., 2021).

Sto se tie mikrobne proizvodnje, u usporedbi s prethodno navedenom kemijskom, ona je
jeftinija i bolja za okoli§ (slika 2). Takoder, iscrpljivanje rezervi fosilnih goriva i teznja ka
smanjenju emisija CO., dodatni su razlozi za razvoj ekoloski prihvatljivih metoda za
proizvodnju kemikalija (Ge i sur., 2016). Problem mikrobne proizvodnje su niski prinosi, a to
se pokuSava rijeSiti primjenom nekoliko strategija. Odabir uc¢inkovitih mikroorganizama,
koriStenje isplativih supstrata te genetske modifikacije mikroorganizama neke su od moguénosti.
U slucaju koristenja tehnika genetickog inZenjerstva, moguce je dobivanje rekombinantne DNA
s ciljem overekspresije gena ukljucenih u biosintezu diola i supresiju gena kompetetivnih puteva
s ciljem smanjenja nezeljenih proizvoda kao §to su: etanol, laktat, acetat i acetoin (Biatkowska,
2016). Dakle, potrebno je povecéati prinos 2,3-butandiola uz smanjenje proizvodnje
nusproizvoda (etanol, acetin, laktat i octena kiselina) jer oni inhibiraju proizvodnju 2,3-
butandiola, smanjuju prinos te poveéavaju troSkove proci§¢avanja proizvoda (Ji i sur., 2011).
Cijela prica oko proizvodnje 2,3-BTD-a u vefem mjerilu moZze biti dodatno potaknuta
biorafinerijskim pristupom gdje se onda u takvim postrojenjima iz obnovljivih izvora mogu

dobiti energija, gorivo i ostale kemikalije (Ji i sur., 2011).
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Slika 2. Usporedba kemijske sinteze i biotehnoloske proizvodnje 2,3-butandiola (prema Ge i
sur., 2016)

Osim samog 2,3-BTD-a, primjenu su pronasli i neki od njegovih derivata (slika 3) (Langendries
I Goormachtig 2021; Ji i sur., 2011).
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Slika 3. Derivati 2,3-butandiola i njihova primjena (prema Maina i sur., 2021)

2.3. METABOLICKI PUT SINTEZE 2,3-BUTANDIOLA

Iako mnogo mikroorganizama moze akumulirati 2,3-butandiol, samo je nekoliko onih koji to
mogu u znaajnim koncentracijama, a to su bakterije iz rodova Klebsiella, Enterobacter,
Bacillus i Serratia (Ji i sur., 2011).

Navedena bakterija Paenibacillus polymyxa, koja takoder proizvodi 2,3-BTD, zanimljiva je i
zbog Cinjenice da moze koristiti i pentoze i heksoze za njegovu proizvodnju (Ji i sur., 2011).
Klju€an intermedijer u proizvodnji 2,3-butandiola je piruvat koji se u slucaju kada je izvor
ugljika heksoza, dobiva glikolizom, a u slu¢aju pentoza kombinacijom pentozafosfatnog puta 1
glikolize. Nadalje, od ostalih glavnih produkata metabolizma bitni su za spomenuti: acetat,
format, sukcinat, laktat, etanol i acetoin. a-acetolaktat sintaza (ALS, EC 4.1.3.18), a-acetolaktat
dekarboksilaza (ALDC, EC 4.1.1.5) i 2,3-BD dehidrogenaza (BDH, EC 1.1.1.76) koji su klju¢ni
enzimi u proizvodnji 2,3-butandiola. Optimalna pH vrijednost za aktivnost enzima ALS je 6, a

reakcija se provodi u 2 stupnja. U prvom stupnju molekula piruvata stvara kompleks s



molekulom tiamin pirofosfata (TPP) te nastaje acetil-TPP, dok u drugom stupnju acetil-TPP
kondenzira s drugom molekulom piruvata i nastaje a-acetolaktat (Ji i sur., 2011).

U aerobnim uvjetima se enzim ALS nepovratno i brzo inaktivira i prestaje proizvodnja 2,3-
butandiola. U slucaju kada uvjeti nisu potpuno aerobni, aktivni su enzimi laktat dehidrogenaza
(EC1.1.1.27), piruvat-format liaza (EC 2.3.1.54) i ALS te nastaju laktat, formijat i 2,3-butandiol.
Formijat se moze dalje prevesti u uglji¢ni dioksid i vodik djelovanjem enzima format-vodik
liaza koja je inhibirana u aerobnim uvjetima i u prisutnosti nitrata u anaerobnim uvjetima (Ji i
sur., 2011).

Piruvat nastao u glikolizi se dekarboksilacijom prevodi u a-acetolaktat, a tu reakciju katalizira
enzim a-acetolaktat sintaza. a-acetolaktat dekarboksilaza potom katalizira reakciju konverzije
a-acetolaktata u R-acetoin, u anaerobnim uvjetima. Kao posljedica nestabilnosti u aerobnim
uvjetima nastaju i male koncentracije diacetila u spontanim reakcijama. Diacetil se reducira u S-
acetoin pomocu enzima butandiol dehidrogenaze ili diacetil reduktaze uz utrosak jednog
ekvivalenta NADH-a. Iz R- i S-acetoina nastaju 3 tipa stercoizomera, a §to je odredeno
stereospecificnim terminacijskim enzimima butandiol dehidrogenazom i acetoin reduktazom.
Pretvorba acetoina u 2,3-butandiol je reverzibilna. Metabolicki put sinteze 2,3-BTD-a prikazan

je naslici 4 (Song i sur., 2019).
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Slika 4. Metabolicki put dobivanja 2,3-butandiola (prema Song i sur., 2019)
U tablici 2 prikazani su neki od mikroorganizama koji imaju moguénost proizvodnje 2,3-

butandiola (Celinska i Grajek, 2009).

Tablica 2. Mikroorganizmi producenti 2,3-butandiola i izomeri koje proizvode (Celinska i
Grajek, 2009)

Mikroorganizam L(+)- | D(-)- | meso-
Klebsiella oxytoca + - +
E. aerogenes + - +
Serratia marcescens - + +
Aeromonas hydrophila - + -
Paenibacillus polymyxa - + -
Bacillus subtilis - + +
Bacillus amyloliqueafciens - + +




2.4. UTJECAJ PROCESNIH PARAMETARA NA BIOTEHNOLOSKU PROIZVODNJU
2,3-BUTANDIOLA

Neki od bitnijih parametara uzgoja koji utjecu na proizvodnju 2,3-butandiola i nusprodukata su
pocetna koncentracija glukoze, aeracija, pH podloge te izvor ugljika (Song i sur., 2019; Syu,
2001). Dziewulski i sur. (1986) pokazali su u svojem istrazivanju da je tokom $arznog uzgoja s
odgovaraju¢om aeracijom povecana proizvodnja 2,3-BTD-a, a u uvjetima niske koncentracije
kisika u podlozi ne dolazi do njegove proizvodnje, nego se glavnina izvora ugljika prevodi u
druge produkte metabolizma (HéBler i sur., 2012; Dziewulski i sur., 1986). Pokazalo se da se
pojaCanom aeracijom potic¢e proizvodnja 2,3-BTD-a na nacin da se povecava sinteza njegova
prekursora acetoina (HéBler i sur., 2012). U konacnici, omjer proizvedenog acetoina i 2,3-BTD-
a I nusproizvoda poput etanola, acetata i laktata uvelike ovisi o dostupnosti kisika. Nadalje, pH
vrijednost podloge takoder je vazan parametar tokom fermentacije koji utjece na sastav biomase
i na metabolizam stanica. S obzirom da je P. polymyxa neutrofil, optimalna vrijednost podloge
za njenu kultivaciju krece se u rasponu izmedu 6 i 8 pH jedinica. pH vrijednosti podloge iznad
6,3-6,5 pogoduju nastanku organskih kiselina te se smanjuje proizvodnja 2,3-BTD-a. S druge
strane, pri kiselom pH se smanjuje proizvodnja organskih kiselina za 10 puta, a povecava
proizvodnja diola za 3,7 puta (Garg i Jaim, 1995). Inace, proizvodnja 2,3-butandiola ima vazno
fizioloSko znadenje za mikroorganizme. Osim §to se pomocu njegove sinteze regulira
unutarstani¢ni omjer NADH/NAD", 2,3-BTD moze posluziti i kao rezervni izvor energije za
samu stanicu u slucaju nepovoljnih uvjeta, a ujedno i sprjeCava prekomjerno zakiseljavanje
citosola (Song i sur., 2019; Ji i sur., 2011). Octena kiselina, kao jedan od moguc¢ih produkata
metabolizma bakterije Paenibacillus polymyxa, takoder moze pozitivno utjecati na proizvodnju
2,3-BTD-a na nacin da djeluje kao induktor tri enzima koji sudjeluju u pretvorbi piruvata u 2,3-
butandiol. Ovdje je bitno napomenuti da pri tome pH vrijednost podloge ima velik utjecaj pri
¢emu visa pH vrijednost utjece na ve¢i udio disociranog oblika kiseline pri ¢emu disocirana
forma pozitivno utjee na sintezu enzima ALS-a i time povecanje ucinkovitosti konverzije
piruvata u 2,3-butandiol (Jiisur., 2011; Syu, 2001). Takoder, u nekim se istrazivanjima pokazalo
da prekomjerna koli¢ina octene kiseline u podlozi moze negativno utjecati na rast stanica, a time

I na samu proizvodnju 2,3-BTD-a (Celinska i Grajek, 2009).

Sto se ti¢e optimalne temperature za proizvodnju 2,3-BTD-a, ona se kreé¢e izmedu 30 i 35 °C, a

ovisi o bakterijskom soju (Celinska i Grajek, 2009; Garg i Jain, 1995).
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Dodatan faktor koji moze utjecati na rast stanica i proizvodnju su vrsta supstrata i njegova
koncentracija. Naime, u biotehnoloskoj proizvodnji sve se ¢eS¢e koriste obnovljivi izvori
medutim problem je kod koriStenja, npr. hidrolizata drva, koli¢ina inhibitora koji se nalaze u
podlozi kao posljedica predtretmana same sirovine te se koncentracije supstrata u tom slucaju
krec¢u u rasponu od 5-10 % m/V. U kemijski definiranim hranjivim podlogama, s druge strane,
ako je izvor ugljika glukoza, pokazalo se da njihova inicijalna koncentracija moze biti i do 150

g/L bez nekog znacajnijeg negativnog utjecaja na proizvodnju (Celinska i Grajek, 2009).

2.5. BIOREAKTOR S CVRSTIM SLOJEM

Bioreaktor s ¢vrstim slojem podrazumijeva bioreaktor oblika cijevi ili cilindra koji je ispunjen
potpornim materijalom na koji se imobiliziraju stanice (slika 5) (Riitonen i sur., 2013). Vazni
¢imbenici koji utjecu na aktivnost imobiliziranih stanica su kemijski sastav, dodirna povrsina te
fizikalna svojstva nosaca (Jiintgen, 1986). Kod ove vrste bioreaktora u biti dolazi do stvaranja
biofilma koji je vezan za povrSinu imobilizacijskog sredstva te stanice ne cirkuliraju slobodno
kroz takav sustav. Sto se ti¢e uvodenja same podloge i na¢ina njenog strujanja, postoje tri nadina,
a to su da se podloga uvodi s donje ili gornje strane bioreaktora te takoder postoji opcija da se u
takvom sustavu vrsi tzv. recikliranje biomase, $to omogucuje regeneraciju biofilma biomase u
slu¢aju njenog ispiranja ili odumiranja.

Sredstva za imobilizaciju koja se koriste u ovakvim sustavima moraju imati odredena svojstva
a to znaci da moraju biti kemijski inertni, moraju posjedovati odredena mehanicka svojstva
(otpornost na habanje, tvrdocu, tlaénu ¢vrstocu, pokazivati otpor tecenju u ¢vrstom sloju), zatim
moraju pokazivati stabilnost u reakcijskim uvjetima, imati odredenu poroznost (prosje¢na
veli¢ina pora, distribucija radijusa pora) i veliku specifiénu povrsinu (Jiintgen, 1986).
Bioreaktori s ¢vrstim slojem imaju vrlo Siroku primjenu u industriji (Atmakidis i Kenig, 2014)
pri ¢emu se kontinuirani bioreaktor s ¢vrstim slojem najéescée koristi za imobilizaciju enzima i
mikrobnih stanica (Riitonen i sur., 2013). Osim navedenog, mogu se koristiti i u proizvodniji
kemikalija te za uklanjanje Stetnih ili otrovnih kemikalija iz plinova ili tekuéina (Atmakidis 1
Kenig, 2014). Velika prednost ovakvih sustava jest niska cijena izgradnje i odrzavanja. Takoder,
u ovakvim sustavima moguce je ostvariti dobar kontakt izmedu supstrata i katalizatora (ili
mikrobnih stanica) $to pozitivno utjece na visoku stopu konverzije i pokazatelje uspjesnosti. S

obzirom da se u ovakvim sustavima radi s nizim protocima podloge neki od nedostataka su
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otezana kontrola temperature te posljedi¢no pojava temperaturnog gradijenta kroz visinu ¢vrstog
sloja (Catalano i sur., 2023). Ponekad, zbog gustoée pakiranja nosaca, pretjeranog rasta stanica
ili viSka hranjivih tvari moze doc¢i zaéepljenja i posljedi¢no porasta tlaka u sustavu te je zbog
toga vrlo vazno to¢no procijeniti vremena zadrzavanja, prijenos mase i topline kako bi se dobio

optimalan dizajn (Atmakidis i Kenig, 2014).
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Slika 5. Primjer bioreaktora s ¢vrstim slojem (prema Sen i sur., 2017)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

U svim provedenim eksperimenta koriSten je soj bakterije Paenibacillus polymyxa oznake DSM

742 iz zbirke mikrooorganizama Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku

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

u odgovarajucoj ¢vrstoj podlozi u Petrijevoj zdjelici na 4 °C.

3.1.2. Kemikalije i sirovine

Kemikalije koje su koriStene za provedbu eksperimentalnog dijela su nabrojane u tablici.

Tablica 3. Popis koristenih kemikalija

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodacd
Agar tehnicki Biolife, Italija
Amonijev acetat > 98 % Merck KgaA, Njemacka
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, Njemacka
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

Kvascev ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Liofilchem, Italija

Magnezijev sulfat

heptahidrat

>99 %

LACH NER d.0.0., Ceska
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Tablica 3. Popis koristenih kemikalija-nastavak

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodacd

Magnezijev klorid dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska
Natrijev hidroksid > 99 % Merck KgaA, Njemacka
Natrijev molibdat dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska
Natrijev tartarat dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska
Octena kiselina >99,5% Avantor, SAD
Sumporna kiselina 96% Merck KgaA, Njemacka
Tripton za upotrebu u biotehnologiji | Merck KgaA, Njemacka
Zeljezov sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska

3.1.3. Sastav hranjive podloge

3.1.3.1. Kemijski definirane podloge

Tijekom ovog istrazivanja koriStene su isklju¢ivo kemijski definirane podloge koje su se
koristile za pripremu podloga za odrzavanje radne kulture, pripremu inokoluma i uzgoje koji su

provedeni u tikvicama 1 bioreaktoru s ¢vrstim slojem.

Sastav ¢vrste podloge za odrzavanje radne kulture je prikazan u tablici 4.

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

glukoza u koncentraciji 15 g/L.

Podloge koje su koriStene u preliminarnom istraZivanju su se razlikovale prema pocetnoj
koncentraciji octene kiseline (10, 12 i 15 g/L) s ciljem ispitivanja njenog utjecaja na rast
bakterijske biomase i proizvodnju 2,3-BTD-a. Osim izvora ugljika i octene kiseline sve podloge
su sadrzavale jednaku koncentraciju otopine elemenata u tragovima ciji je sastav naveden u
tablici 6. Sto se ti¢e eksperimenata u bioreaktoru s ¢vrstim slojem podloge koje su koristene u
tim eksperimentima samo su se razlikovale u po¢etnim koncentracijama octene kiseline (10 i 15
g/L) te sredstvu koje se koristilo za imobilizaciju bakterijske biomase (bukove strugotine ili

aktivni ugljen).
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Tablica 4. Kemijski sastav ¢vrste, kemijski definirane hranjive podloge za odrzavanje radne

kulture Paenibacillus polymyxa DSM 742

Kemikalija Masena koncentracija y [g/L]
Glukoza 1
Tripton 5
Mesni ekstrakt 3
Agar 15

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

Paenibacillus polymyxa DSM 742

Kemikalija Masena koncentracija y [g/L]

Glukoza 15,00

Octena kiselina 10,00 12,00 15,00
Kvascev ekstrakt 4,00
Tripton 5,00
Magnezijev sulfat heptahidrat 0,20
Kalijev dihidrogenfosfat 3,50
Kalijev hidrogenfosfat 2,50
Amonijev acetat 5,00
Amonijev sulfat 4,00

Tablica 6. Kemijski sastav otopine elemenata u tragovima za pripremu tekuée, kemijski

definirane podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742

Tvar v [g/L]

Zeljezov sulfat heptahidrat 2,500
Natrijev molibdat dihidrat 2,100
Manganov (Il) klorid 1,800
Kobaltov klorid heksahidrat 0,075
Bakrov sulfat pentahidrat 0,031
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Tablica 6. Kemijski sastav otopine elemenata u tragovima za pripremu tekuce, kemijski

definirane podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742-nastavak

Tvar Y [g/L]
Borna kiselina 0,258
Natrijev molibdat dihidrat 0,023
Cinkov klorid 0,021

3.1.4. Oprema

3.1.4.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

Uzorci koji su dobiveni tijekom eksperimentalnog rada su analizirani tekuéinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti . Koristen je UPLC uredaj Agilent Technologies
1290 Infinity II, Santa Clara, SAD. Sastavni dijelovi uredaja su: crpka (G7104A 1290 Flexible
Pump), uzorkiva¢ (G7129B 1290 Vialsampler), pec¢nica, analitiCka kolona (Rezex ROA-
Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama,
detektor indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalni program za kromatografiju (OpenLAB
CDS). Kao mobilna faza koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen

analiziranog uzorka je iznosio 10 pL, a protok mobilne faze 0,6 mL/min.

3.1.4.2. Centrifuge

Tijekom pripreme uzoraka za kromatografsku analizu (UPLC) je koriStena centrifuga ,,CF-10*

(Witeg, Njemacka).

3.1.4.3. UV-Vis spektrofotometar

U ovom istrazivanju je koristen Spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent, Technologies,
SAD). Odredivana je opticka gustoca uzoraka hranjivih podloga pri 600 nm kao indirektni
pokazatelj rasta bakterijske biomase.
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3.1.4.4. Ostala oprema

Za vaganje kemikalija i odredivanje suhe tvari biomase je korisStena analiticka vaga Shimadzu,
AX-200 W/O AC ECTA (Japan). Za vaganje sirovina je koristena tehnicka vaga Tehtnica ET-
1211 (Tehntnica Zelezniki, Slovenija). Zamrzivaé tvrtke Gorenje (Slovenija) je koristen za
pohranu uzoraka. Uzgoj u tikvicama je proveden na tresilici RM 71 (B. Braun Biotechn

International, Sartorious group, Njemacka).

3.2. METODE

3.2.1. Priprema ¢vrste podloge za odrzavanje radne kulture

Cvrsta podloga za odrzavanje radne kulture pripremljena je na nadin da je u Erlenmeyerovu
tikvicu od 500 mL dodana mala koli¢ina demineralizirane vode te je otopljeno 0,2 g glukoze, 1
g triptona, 0,6 g mesnog ekstrakta i 3 g agara na magnetskoj mijeSalici (tablica 4). Zatim je u
tikvicu dodana demineralizirana voda tako da je kona¢ni volumen iznosio 200 mL. Tikvica u
kojoj je podloga je zaCepljena vatenim Cepom i sterilizirana u autoklavu pri 121 °C 20 minuta.

Nakon zavrsSetka sterilizacije, podloga je izlivena u Petrijeve zdjelice i ostavljena da se ohladi.

3.2.2. Priprema otopine elemenata u tragovima

Otopina elemenata u tragovima je pripremljena na nac¢in da su u maloj koli¢ini demineralizirane
vode na magnetnoj mijesalici otopljeni sljedeci sastojci: 1,25 g Zeljezovog sulfata heptahidrata,
1,05 g natrijevog molibdata dihidrata, 0,9 g manganovog (Il) klorid tetrahidrata, 0,0375 ¢
kobaltovog klorid heksahidrata, 0,0155 g bakrovog sulfata pentahidrata, 0,129 g borne kiseline,
0,0115 g natrijevog molibdata dihidrata i 0,0105 g cinkovog klorida. Potom je dodano
demineralizirane vode tako da je konaéni volumen otopine iznosio 500 mL. Izuzeto je 50 mL
otopine 1 filtrirano preko mikrobioloSkog filtera (0,2 pm, Sartorius) i potom prebaceno u
Eppendorf Kivetu i ¢uvano u zamrzivacu. Za potrebe pripreme podloga otopina elemenata u

tragovima je koristena nakon §to je prethodno bila otopljena.
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3.2.3. Priprema kemijski definirane hranjive podloge za uzgoj bakterije Paenibacillus

polymyxa DSM 742 i podloge za uzgoj inokuluma

Podloga za uzgoj inokuluma je pripremljena na nac¢in da su u Erlenmeyerovoj tikvici od 100 mL
u maloj koli¢ini demineralizirane vode na magnetnoj mijesalici otopljeni sljedeci sastojci: 0,3 g
glukoze, 0,08 g kvasc¢evog ekstrakta, 1 g triptona, 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. Tikvica je nadopunjena vodom tako da je konacni volumen iznosio
20 mL. U Erlenmeyerovoj tikvici od 300 mL u maloj koli¢ini demineralizirane vode na
magnetnoj mjesalici su otopljeni sljedeci sastojci: 1,5 g glukoze, 0,4 g kvaScevog ekstrakta, 0,5
g triptona, 0,02 g magnezijevog sulfata heptahidrata, 0,35 g kalijevog dihidrogenfosfata, 0,25 g
kalijevog hidrogenfosfata, 0,5 g amonijevog acetata i 0,4 g amonijevog sulfata. Tikvica je
nadopunjena vodom tako da je kona¢ni volumen iznosio 100 mL. Tikvice su zac¢epljene vatenim
¢epom 1 stavljene na sterilizaciju u autoklav na 121 °C kroz 20 minuta. Nakon $to su tikvice
ohladene na sobnu temperaturu dodana je otopina elemenata u tragovima u koncentraciji 3
mL/L, odnosno u tikvicu od 100 mL je dodano 60 uL otopine, a u tikvicu od 300 mL je dodano
300 uL otopine.

Za preliminarni dio istrazivanja pripremljene su tri tikvice istog sastava ¢ije su koncentracije
navedene u tablici 5. Zasebno je u tri Erlenmeyerove tikvice od 500 mL u maloj koli¢ini
demineralizirane vode na magnetnoj mijesalici otopljeno 3 g glukoze, 0,8 g kvaséevog ekstrakta,
1 g triptona, 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. Zatim su tikvice
dopunjene demineraliziranom vodom tako da je ukupni volumen iznosio 200 mL. Tikvice su
zaCepljene vatenim Cepom i sterilizirane u autoklavu na 121 °C kroz 20 minuta. Nakon
sterilizacije su tikvice ohladene na sobnu temperaturu te je u svaku tikvicu dodano 3 mL/L, tj.
0,06 mL otopine elemenata u tragovima. Nakon inokulacije koncentracije octene kiseline
podesene su na vrijednosti od 10, 121 15 g/L.

3.2.4. Priprema inokuluma za uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742

Kultura s ¢vrste podloge u Petrijevoj zdjelici je prenesena pomocu eze u epruvetu s 10 mL
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sterilne vode te su stanice resuspendirane. Potom je sadrzaj epruvete prebacen u tikvicu od 100
mL koja je sadrzavala 20 mL podloge koja je pripremljena na nacin koji je opisan u poglavlju
3.2.3.. Tikvica je ostavljena na tresilici na 30 °C preko no¢i. Idu¢i dan je 10 mL iz te tikvice
prebaceno u Erlenmeyerovu tikvicu od 300 mL koja je sadrzavala 100 mL sterilne hranjive
podloge istog sastava. Tikvica je ostavljena preko noci na tresilici na 30 °C. Nakon 24 h je

sadrzaj te vece tikvice koriSten za inokulaciju podloge za preliminarni dio istrazivanja.

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

Tri tikvice koje su sadrzavale 200 mL podloge pripremljene na nacin opisan u poglavlju 3.2.3.
inokulirane su s 20 mL prethodno pripremljenog inokuluma. Tikvice su potom stavljene na
tresilicu (125 o/min) na 30 °C. Svaka dva sata su izuzimani sterilni uzorci iz svih tikvica s ciljem
pracenja eksperimenta pri ¢emu je volumen izuzetih uzoraka iznosio 3 mL. Tijekom ovog
istrazivanja je pracena promjena opticke gustoce uzoraka pomocu spektrofotometra pri valnoj

duljini od 600 nm. Sastav svih uzoraka je odreden UPLC analizom.

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

bioreaktoru s ¢vrstim nosacem.

Nakon zavrSenog preliminarnog dijela provedeno je eksperimentalno istrazivanje mogucnosti
koriStenja bioreaktora s ¢vrstim slojem u biotehnoloskoj proizvodnji 2,3-BTD-a. U ovom dijelu
proucavan je utjecaj razliite pocetne koncentracije octene kiseline na dinamiku proizvodnje
2,3-BTD-a te mogu¢nost koristenja razli¢itih sredstava za imobilizaciju (bukove strugotine i
aktivni ugljen) bakterijskih stanica P. polymyxa. Bioreaktor s ¢vrstim slojem je staklena kolona
duljine 69,5 cm i promjera 5 cm. Kako bi se sprijecilo propadanje ¢vrstog sloja aktivnog ugljena,
odnosno bukovih strugotina, u kolonu su nasute staklene kuglice (mase 77,004 g) ¢ija je visina
2,8 cm. Na kuglice su potom bili nasuti aktivni ugljen (257 g), odnosno bukove strugotine (59,2
g) te je na vrh ¢vrstog sloja stavljen porozan ¢ep kako ne bi doslo do formiranja fluidiziranog
sloja. Regulacija temperature u bioreaktoru omogucena je koriStenjem gumenog crijeva koje je
bilo omotano po cijeloj povrsini s vanjske strane staklene kolone kroz koje je cirkulirala
termostatirana voda temperature 30 °Cuz pomo¢ peristalticke pumpe. Prije same imobilizacije

stanica radnog mikroorganizma provedena je kemijska sterilizacija sustava na nacin da je kroz
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kolonu i plasti¢ne cijevi za cirkulaciju podloge upumpana 1 L (u eksperimentima s aktivnim
ugljenom), odnosno 1,2 L (u eksperimentima s bukovim strugotinama) 10 %-tne octene kiseline
protokom 0,6 L/h tokom 2 sata. Nakon provedene kemijske sterilizacije, cijeli sustav je dodatno
ispran s 10 L demineralizirane sterilne vode pri protoku od 2,17 L/h. Na ovaj na¢in osiguralo se
ispiranje zaostale octene kiseline i osiguravanje adekvatne pH vrijednosti podloge tijekom
proizvodnje 2,3-BTD-a. Nakon kemijske sterilizacije pristupilo se procesu imobilizacije stanica
radnog mikroorganizma na ¢vrsti nosa¢ na na¢in da je 700 mL (aktivni ugljen), odnosno 1000
mL (bukove strugotine) prethodno pripremljenog inokuluma cirkuliralo kroz kolonu i ¢vrsti sloj
tokom 24 sata, te je drugi dan suvisak inokuluma uklonjen iz sustava. Nakon uspjesne
imobilizacije u sustav je dodano 700 mL (aktivni ugljen), odnosno 1000 mL svjeze hranjive
podloge koja je sadrzavala odredenu koncentraciju octene kiseline (10 ili 15 g/L). Brzina protoka
podloge je namjeStena na najmanju mogucu vrijednost (0,55 L/h) da bi se sprijecilo eventualno
ispiranje biomase. Ukupno su provedena cetiri eksperimenta; dva s bukovim strugotinama i dva
s aktivnim ugljenom kod razli¢itih pocetnih koncentracija octene kiseline. Tijek sva cetiri
eksperimenta je pracen uzimanjem uzoraka iz bioreaktora na posebnom mjestu za uzorkovanje
pri ¢emu su uzorci izuzimani svakih par dana. U svim uzorcima odredivana je pH vrijednost,
zatim opticka gustoca pri 600 nm te su svi uzorci analizirani koristenjem UPLC analitike.
Takoder, u ovom dijelu istrazivanja odredivana je koli¢ina imobilizirane biomase na nacin da se
odredivala masa ¢vrstog sloja prije i nakon zavrSenog eksperimenta kako bi se mogla usporediti

uspjesnost i sposobnost zadrzavanja bakterijske biomase.

3.2.7. Analiticke metode

3.2.1.1. Odredivanje opticke gustoce

Za odredivanje opticke gusto¢e uzoraka tijekom preliminarnog istraZivanja u tikvicama i
uzoraka iz uzgoja u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, najprije je provedena homogenizacija uzoraka
na vrtloznoj mijesalici, a nakon toga su uzorci prebaceni u kvarcne kivete te im je mjerena
opticka gustoca uredajem Spektrofotometrom ,,Carry 100*“. Mjerena je opticka gustoca uzoraka

pri 600 nm.

20



3.2.7.2. Priprema i analiza wuzoraka tekucinskom kromatografijom ultra Visoke

djelotvornosti

Uzorci dobiveni tijekom uzgoja u tikvicama i bioreaktoru su homogenizirani na vrtloznoj
mijesalici te je izuzeto 750 puL svakog uzorka u Eppendorf kivetu. U kivete je dodano 750 pL
10 %-tne ZnSO4 otopine 1 ostavljeno 10 minuta u mirovanju kako bi se istalozili proteini 1
necisto¢e. Nakon toga je provedeno njihovo centrifugiranje pri 10 000 o/min tokom 10 minuta.
Nakon ovog dijela pripreme uzoraka, supernatant je dodatno filtriran kroz mikrobioloski filter
(0,2 um, Sartorius) u staklenu vijalu za UPLC analizu. Protok mobilne faze tijekom analize
uzoraka tekuéinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti je iznosio 0,6 mL/min.
Temperatura u koloni iznosila je 75 °C, a volumen injektiranog uzorka 10 pL. Za obradu
rezultata dobivenih kromatografskom analizom je koriSten racunalni program ,,OpenLAB
CDS*“. Svaki sastojak u uzorku je detektiran usporedbom retencijskih vremena uzorka i

standarda. 1z jednadzbe pravca bazdarnih dijagrama je izracunata koncentracija svakog sastojka.

3.2.7.3.Gravimetrijsko odredivanje suhe tvari biomase imobilizirane u eksperimentima S

bioreaktorom s cvrstim slojem

Koli¢ina biomase koja se imobilizirala na ¢vrsti sloj (aktivni ugljen, odnosno bukva) je odredena
na nacin da je masa osusenog aktivnog ugljena, odnosno bukve na pocetku procesa (mpr) oduzeta

od mase osuSenog aktivnog ugljena, tj. bukve na kraju procesa (mpo).

Mpiomasa = Mpo — Myr [1]

3.2.8. Proracun pokazatelja uspjesnosti procesa

Slijede¢e jednadzbe su koriStene kako bi se izracunali pokazatelji uspjeSnosti procesa

proizvodnje 2,3-BTD-a:

Ys =80 —S[g/L] (2]

Yp =P —Pylg/L] [3]

21



Y» P—P,

Yp/s = 75 = Se—S lg/g] [4]
Yo3-B1D
Pr==22200g/Lh]  [5]

gdje je:

So, Py-pocetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L],
S, P-konac¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L],
X,-pocetna koncentracija biomase [g/L],

X-konacna koncentracija biomase [g/L],

Ys-ukupna potrosnja supstrata [g/L],

Yp-ukupni prinos produkta [g/L],

Yp /s-koeficijent konverzije supstrata u produkt [g/g],

Pr —produktivnost [g/Lh]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati istrazivanja u kojima je proveden uzgoj bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 u tikvicama na kemijski definiranim podlogama s razlic¢itim
pocetnim koncentracijama octene kiseline s ciljem ispitivanja njenog utjecaja na dinamiku
proizvodnje 2,3-BTD-a. Takoder, u drugom dijelu ovog poglavlja prikazani su i rezultati
istrazivanja u kojima je proveden uzgoj bakterije P. polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s ¢vrstim
slojem na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi takoder kod razli¢itih pocetnih koncentracija
octene kiseline gdje su kao sredstvo za imobilizaciju proizvodnog mikroorganizma koristeni
aktivni ugljen odnosno bukove strugotine kako bi se moglo zakljuciti koji je od njih dvoje

pogodniji nosac¢ u slucaju proizvodnje 2,3-BTD-a.

Rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u tikvicama su prikazani u
poglavlju 4.1.

Rezultati uzgoja bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 u bioreaktoru s ¢vrstim slojem s

razli¢itim nosacima te s razli¢itim inicijalnim koncentracijama octene kiseline prikazani su u

poglavlju 4.2.
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4.1. REZULTATI PRELIMINARNOG ISTRAZIVANJA PROIZVODNIJE 2,3-BTD-
A U TIKVICAMA NA KEMIJSKI DEFINIRANIM PODLOGAMA KOD
RAZLICIH POCETNIH KONCENTRACIJA OCTENE KISELINE

Uzgoj bakterije Paenibacillus polymyxa DSM 742 proveden je u mikroaerofilnim uvjetima u
Erlenmeyerovim tikvicama na kemijski definiranoj podlozi. Podloga je pripremljena na nacin
opisan u poglavlju 3.2.3. te je pocetna koncentracija octene kiseline podeSena na 10, 121 15 g/L
kako bi se pratio njen utjecaj na dinamiku odvijanja bioprocesa. Tikvice su termostatirane na
tresilici pri 125 o/min i 30 °C, a tijekom uzgoja je pracena promjena opticke gustoce (OD) pri
600 nm kao indirektni pokazatelj rasta bakterijske biomase u podlozi. Takoder, tijekom uzgoja
pracena je promjena koncentracije izvora ugljika i svih nastalih produkata koriStenjem UPLC

analitike.
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Slika 6. Promjena koncentracije supstrata, produkta i ODeoo vrijednosti u vremenu tijekom
uzgoja P. polymyxa DSM 742 na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi: A:-s inicijalnom
koncentracijom octene kiseline 10 g/L, A2-s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 12 g/L

i As-s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 15 g/L

U eksperimentima s P. polymyxa na kemijski definiranim hranjivim podlogama (slika 6) je
utvrdeno da eksponencijalna faza rasta zapocinje kasnije (oko dvadesetog sata) kada je podlozi
inicijalna koncentracija octene kiseline bila 15 g/L. U uzgoju gdje su inicijalne koncentracije
octene Kiseline podesene na 101 12 g/L, eksponencijalna faza nastupa ranije, oko 15. sata uzgoja
S$to pokazuje da povecanje pocetne koncentracije octene kiseline u podlozi negativno utjece na

proizvodni mikroorganizam.
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Slika 7. Promjena koncentracije supstrata (glukoze) u vremenu tijekom uzgoja P. polymyxa
DSM 742 na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi: s inicijalnom koncentracijom octene
kiseline 10 g/L, s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 12 g/L i s inicijalnom
koncentracijom octene kiseline 15 g/L

Sto se ti¢e brzine potro$nje supstrata, gotovo identiéna dinamika uogena je u prva dva
eksperimenta s nizim inicijalnim koncentracijama octene kiseline u podlozi uz sav utroSen
supstrat izmedu 25. 1 28. sata uzgoja. S obzirom na ¢injenicu da je najvisSa koncentracija octene
kiseline djelovala negativno na rast i metabolizam stanica, u tre¢em eksperimentu, glukoza nije

bila niti u potpunosti utrosena (slika 7).
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Slika 8. Promjena ODsoo U Vremenu tijekom uzgoja P. polymyxa DSM 742 na kemijski
definiranoj hranjivoj podlozi: s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 10 g/L, s
inicijalnom koncentracijom octene kiseline 12 g/L i s inicijalnom koncentracijom octene
kiseline 15 g/L

Sto se ti¢e promjena opticke gustoce, u sve tri tikvice bila je sli¢na podetna koncentracija
biomase, medutim osim §to je na slici 8 vidljiv pomak odnosno uocen kasniji ulazak stanica u
eksponencijalnu fazu, takoder su zabiljeZene neSto nize vrijednosti opticke gustoce §to je i u
skladu s prethodnim rezultatima. Ostvareni rezultati u tikvicama u skladu su s istrazivanjem koje
su proveli Celinska i Grajek (2009) gdje je doslo do sli¢nih rezultata. Iz grafa na slici 8 takoder
je vidljivo da porastom koncentracije octene kiseline dolazi do usporavanja rasta kulture,
odnosno produzenog trajanja lag faze kao $to je dobiveno u istrazivanju koje su proveli Cheng

i sur. (2010).
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Slika 9. Promjena koncentracije etanola u vremenu tijekom uzgoja P. polymyxa DSM 742 na
kemijski definiranoj hranjivoj podlozi: s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 10 g/L, s
inicijalnom koncentracijom octene Kiseline 12 g/L i s inicijalnom koncentracijom octene
kiseline 15 g/L

Generalno gledano, u sva tri eksperimenta u tikvicama ostvareni su niski prinosi proizvedenog
etanola te su oni vrlo sli¢ni za uzgoj gdje je bila niza inicijalna koncentracija octene kiseline (10
i 12 g/L) te su iznosili 0,8355 i 0,8763 g/L. Najnizi prinos ostvaren je u slucaju kada je
koncentracija octene kiseline bila najvisa (Yp =0,56490 g/L, slika 9). Dobiveni rezultati su u
skladu s istrazivanjem Nakashimade i sur. (2000) koji su takoder pokazali ustanovili da se
povecanjem koncentracije octene kiseline u podlozi smanjuje koncentracija proizvedenog

etanola.
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Slika 10. Promjena koncentracije acetata u vremenu tijekom uzgoja P.polymyxa DSM 742 na
kemijski definiranoj hranjivoj podlozi: s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 10 g/L, s
inicijalnom koncentracijom octene Kiseline 12 g/L i s inicijalnom koncentracijom octene
kiseline 15 g/L

Na slici 10 prikazana je promjena koncentracije octene kiseline u sva tri eksperimenta. Tokom
cijelog vremena trajanja uzgoja u tikvicama nije zabiljeZena znacajnija proizvodnja ovog spoja,
medutim pad koncentracije, u odnosu na inicijalne vrijednosti, najizrazeniji je u sluc¢aju kada
stanice ulaze u eksponencijalnu fazu. Naime, pokazano je da je octena kiselina mozZe potaknuti
i pospjesiti proizvodnju 2,3-BTD-a, a s obzirom da je njegova sinteza vezana uz rast stanica
(najvise ga se proizvodi u eksponencijalnoj fazi rasta), dobiveni rezultati u skladu su s
oc¢ekivanjima. Koncentracije octene kiseline na kraju uzgoja iznosile su 7,5706 g/L (inicijalno
10 g/L), u uzgoju s pocetnom koncentracijom 12 g/L je kona¢na koncentracija iznosila 7,7108

g/L te je u uzgoju s 15 g/L kona¢na koncentracija iznosila 8,553 g/L.
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Slika 11. Promjena koncentracije 2,3-BTD-a u vremenu u tijekom uzgoja P. polymyxa DSM
742 na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi: s inicijalnom koncentracijom octene Kiseline 10
g/L, s inicijalnom koncentracijom octene kiseline 12 g/L i s inicijalnom koncentracijom octene

kiseline 15 g/L

Konac¢no, tokom cijelog vremena trajanja eksperimenta u uzorcima je pra¢ena i promjena
koncentracije 2,3-BTD-a. Kao §to je prethodno navedeno, s obzirom da je njegova proizvodnja
vezana uz sam rast bakterijske biomase, znacajnije promjene u njegovoj koncentraciji nisu
uocene sve dok stanice nisu usle u eksponencijalnu fazu rasta. NajviSa koncentracija ovog
produkta zabiljeZena je u eksperimentu sa najniZom inicijalnom koncentracijom octene kiseline
u podlozi, a najniza u tikvici gdje je koncentracija octene kiseline bila najvisa. Generalno
gledano nisu ostvareni znacajniji prinosi §to je u skladu s nekim istrazivanjima gdje je pokazano
da, iako octena kiselina ima pozitivan ucinak na proizvodnju 2,3-BTD-a, on je vidljiv samo do
neke odredene koncentracije (Celinska i Grajek, 2009). Prinosi 2,3-BTD-a redom su iznosili
0,4883 g/L (10 g/L octene kiseline), zatim 0,2433 g/L (12 g/L octene kiseline) te 0,1617 g/L

2,3-BTD-a u eksperimentu s najviSom inicijalnom koncentracijom octene kiseline.

S obzirom na ukupno vrijeme trajanja bioprocesa i koli¢inu proizvedenog 2,3-BTD-a, najveca

produktivnost ostvarena je kod najniZe koncentracije pocetno dodane octene kiseline.
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Parametri uspjesnosti procesa za uzgoj u sve tri tikvice sumarno su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Parametri uspjesnosti procesa proizvodnje 2,3-BTD-a tijekom uzgoja bakterije

Paenibacillus polymyxa DSM 742 u tikvicama s tri razli¢ite pocetne koncentracije octene

kiseline
Y2,3-8TD Yeon [g/L] BSacon | YzastoieLe | ASeLC Pr2s-s1o
[o/L] [o/L] [o/q] [o/L] [o/Lh]
A1 0,48883 0,82981 3,4705 0,03266 14,9690 0,03266
A2 0,2433 0,85288 4,4673 0,01623 14,9887 0,01623
A3 0,1617 0,48001 6,2542 0,0108 10,6623 0,01517

Sumarno, u prva dva eksperimenta s nizom pocetnom koncentracijom octene kiseline, supstrat
je u potpunosti utroSen te su prinosi i produktivnost proizvodnje 2,3-BTD-a bili vec¢i u odnosu
na najviSu pocetnu koncentraciju octene kiseline. S obzirom da se radi o vi$im od optimalnih
koncentracija navedene Kkiseline za proizvodnju 2,3-BTD-a, ukupno gledano ostvareni su

navedeno nizi pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa.

4.2. REZULTATI UZGOJA BAKTERIJE Paenibacillus polymyxa U BIOREAKTORU S
CVRSTIM SLOJEM PRI RAZLICITIM INICIJALNIM KONCENTRACIJAMA
OCTENE KISELINE | RAZLICITIM IMOBILIZACIJSKIM SREDSTVIMA

Nakon provedenog preliminarnog istrazivanja na kemijski definiranim hranjivim podlogama s
razli¢itim inicijalnim koncentracijama octene kiseline (10 g/L, 12 g/L i 15 g/L) odluc¢eno je da
¢e se podloge Al i A3 koristiti u daljnjem istrazivanju kako bi se ispitao utjecaj imobilizacije
stanica na proizvodnju 2,3-BTD-a. U ovom dijelu diplomskog rada je prou¢avana mogucnost
koristenja bioreaktora s ¢vrstim slojem u proizvodnji 2,3-BTD-a koriStenjem aktivnog ugljena i
bukovih strugotina kao nosaca za radni mikroorganizam. Prvo je provedena imobilizacija stanica
I potom se zapocelo s upumpavanjem ¢iste podloge kroz kolonu koja je cijelo vrijeme cirkulirala

sustavom pomocu peristalticke pumpe. Temperatura u bioreaktoru odrzavana je preko
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silikonskog crijeva omotanog oko kolone kroz koje je cirkulirala termostatirana voda. Uzgoji su
provedeni na kemijski definiranim hranjivim podlogama s inicijalnim koncentracijama octene
kiseline od 10 i 15 g/L s ciljem utvrdivanja kako dodatak octene kiseline utjee na dinamiku

bioprocesa. Visina kolone je bila ista u sva Cetiri uzgoja. Rezultati uzgoja prikazani su na slikama
12-15.
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Slika 12. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODegoo 0 Vremenu tijekom uzgoja
bakterije P. polymyxa na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi u koloni s inicijalnom

koncentracijom octene kiseline 10 g/L na aktivnom ugljenu
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Slika 13. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODsoo 0 Vremenu tijekom uzgoja
bakterije P. polymyxa na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi u koloni s inicijalnom
koncentracijom octene kiseline 10 g/L na bukovim strugotinama



Rezultati eksperimenata gdje je pocetna koncentracija octene kiseline bila podesena na 10 g/L i
gdje su kao nosaci za imobiliziranu biomasu bili aktivni ugljen i bukove strugotine prikazani su
na slikama 12 i 13. Kada usporedujemo ova prva dva eksperimenta vidljivo je da je u slucaju
koriStenja aktivnog ugljena potros$nja supstrata zapocela tek nakon 80. sata uzgoja dok je u
slu¢aju koristenja bukovih strugotina potroSnja supstrata zapocela de facto u trenutku kada se
zapocelo s analizom uzoraka. Eksperiment na bukovim strugotinama je dosta ranije zavrsio §to
znaCi da je ostvaren bolji kontakt supstrata s proizvodnim mikroorganizmom S$to je posljedica
same strukture bukovih strugotina koje nisu imale veliku nasipnu gusto¢u. U sluéaju aktivnog
ugljena supstrat je vrlo vjerojatno teze odnosno sporije dolazio do svih dijelova na kojima je bila
imobilizirana biomasa pa je 1 iz tog razloga zabiljezeno i kasnije, ali i sporije troSenje supstrata.
Ono $to je zabiljezeno u istrazivanju s aktivnim ugljenom jest da je u tom eksperimentu doslo
do povecanja koncentracije octene kiseline u odnosu na pocetnu vrijednost te je ona u konacnici
iznosila oko 17 g/L. Ostvareni su nizi prinosi etanola u odnosu na eksperiment s bukovim
strugotinama, te je ostvaren nizi maksimalni prinos 2,3-butandiola koji je u jednom trenutku oko
1 g/L. Ovi mjeSoviti rezultati ukazuju na ¢injenicu da su, s obzirom na laminaran tok podloge tj.
nizak protok podloge kroz ¢vrsti sloj, bili s jedne strane, oteZan prijenos mase, a S druge strane
nije bilo mogucée osigurati homogenost sustava kako je to recimo moguce kod bioreaktora s
mijesalom. Zbog svega navedenog, to je za posljedicu imalo formiranje lokalnih koncentracija
produkata §to je rezultiralo podacima prikazanim na slikama 12 i 13. Takoder, bitno je za
napomenuti da se aktivni ugljen Cesto koristi i kao adsorbens za izdvajanje i zadrzavanje nekih
spojeva, medu kojim su i neki od produkata metabolizma bakterije P. polymyxa. To potencijalno
ukazuje da su koncentracije svih zabiljezenih produkata moguce bile i vise, medutim zbog

adsorpcije na aktivni ugljen odredene koncentracije bile su nesto nize.
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Slika 14. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODsoo 0 Vremenu tijekom uzgoja
bakterije P. polymyxa na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi u koloni s inicijalnom

koncentracijom octene kiseline 15 g/L na aktivnom ugljenu

C4
18 3,5
16 ./’\/o\_o/.\'—‘ 3 g
— 14 g
= 25 &
._5.12 ;:‘
€10 2 g
e [=)
g8 15 &
(=] )
6 =
o 1 =
O
2 0,5 8
0 & s - ° 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t[h]
—8—glukoza —®—acetat —@—etanol 2,3-BTD —@—hiomasa

Slika 15. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODsoo 0 Vremenu tijekom uzgoja
bakterije P. polymyxa na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi u koloni s inicijalnom
koncentracijom octene kiseline 15 g/L na bukovim strugotinama



U ovom dijelu istrazivanja provedeni su i eksperimenti s imobilizacijom bakterijske biomase na
¢vrsti nosac 1 pri uvjetima kada je koncentracija octene kiseline u podlozi bila 15 g/L. Kada se
usporeduju ova dva eksperimenta s eksperimentima gdje je koncentracija octene kiselina bila
niza, vidljivije su manje promjene opticke gustoce uzoraka nego u prethodna dva uzgoja. Ovdje
je bitno za napomenuti da u svim eksperimentima, osim u prvom eksperimentu s aktivnim
ugljenom, promjene u vrijednostima opticke gustoce nisu bile znacajnije, medutim s obzirom da
je kod uzoraka izuzetih iz kolone s aktivnim ugljenom uocena prisutnost sitnih Cestica aktivnog
ugljena, moguc je bio njihov negativan utjecaj na analitiku. Kao i u prethodna dva eksperimenta,
i ovdje su postignute gotovo identi¢ne konaéne ODegoo Vrijednosti (0,5) Sto je za 0,3 manja
vrijednost nego kada je koncentracija octene kiseline bila niza na poc¢etku uzgoja. Nadalje, i u
ovom slucaju potro$nja supstrata u sluc¢aju bukovih strugotina zapocela je gotovo odmah dok je
kod aktivnog ugljena zabiljezen odmak, dodusSe nesto kra¢i nego u prethodnom eksperimentu.
Etanol koji je odreden u uzorcima u prethodnom dijelu istrazivanja, u ova dva gotovo da i nije
detektiran §to ukazuje na ¢injenicu da su uvjeti bili nepovoljni za njegovu proizvodnju, ali su s
druge strane pozitivno utjecali na proizvodnju 2,3-BTD-a. U slucaju bukovih strugotina ostvaren
je gotovo duplo veci prinos kada se usporede rezultate s vi§im inicijalnim koncentracijama
octene kiseline te je takoder ostvaren znacajno bolji rezultat u odnosu na eksperiment s bukovim
strugotinama s nizom inicijalnom koncentracijom octene kiseline. lako je koncentracija octene
kiseline bila gotovo 50 % inicijalno vi$a ona je potencijalno mogla utjecati na bolji prijenos
mase kroz grani¢ni sloj $to je u konaénici moglo potaknuti bolju proizvodnju 2,3-butandiola. Na
ovaj nadin znacajnije je skrac¢eno vrijeme trajanja bioprocesa i svakako su povecani pokazatelji
uspjesnosti. Uzgoj na aktivnom ugljenu s 15 g/L octene kiseline je trajao 90 sati, a najkrace je
trajao uzgoj na bukovim strugotinama s 15 g/L octene kiseline (30 sati). Uzgoj na bukovim
strugotinama s 10 g/L je trajao 60 sati, a ukupno gledano najdulje je trajao uzgoj s aktivnim
ugljenom i koncentracijom octene kiseline 10 g/L (180 sati). Sto se tie ukupne mase
imobilizirane biomase (tablica 9) vidljivo je da je u oba slucaja viSe biomase vezano upravo na
aktivni ugljen $to je u skladu s ¢injenicom da on ima vecu nasipnu gustocu te veéu aktivnu
povr§inu za imobilizaciju stanica. Vrijednosti mase biomase u slucaju koristenja bukovih
strugotinama bile su gotovo upola manje. S obzirom na sve navedeno, ukupno gledano bolji
prinosi 2,3-BTD-a ostvareni su kod eksperimenata s viSim inicijalnim koncentracijama octene
kiseline unato¢ Cinjenici da viSe koncentracije octene kiseline negativno djeluju na njegovu

proizvodnju te unato€ ¢injenici da je u tim eksperimentima bilo manje imobilizirane biomase u
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odnosu na druga dva eksperimenta. Imobilizacijom stanica postiZe se svojevrsna zastita stanica
od negativnog utjecaja povecane koncentracije bilo supstrata bilo produkata, a to znaci i
potencijalnih inhibitora $to je dokazano i tokom izrade ovog diplomskog rada. S obzirom na
vremena trajanja uzgoja i koli¢inu proizvedenog 2,3-BTD-a, najbolja produktivnost je ostvarena

u eksperimentu s bukovim strugotinama (inicijalna konc. octene kiseline 15 g/L).

Tablica 8. Parametri uspjesnosti procesa proizvodnje 2,3-BTD-a tijekom uzgoja bakterije
Paenibacillus polymyxa DSM 742 u kolonama na dva razli¢ita nosaca, s razli¢itim inicijalnim

koncentracijama octene Kiseline

Y2aaTo YetoH[g/L] Y2,3-8TD/GLC[0/0] AScLc [g/L] Praasto

[g/L] [o/Lh]
Ci 0,6154 0,0962 0,04103 14,9977 0,003517
C2 1,0502 0,9581 0,07012 14,9773 0,008269
Cs 1,6667 0,2750 0,11113 14,9977 0,013228
Cs 2,9368 0,00254 0,19591 14,9909 0,042256

Tablica 9. Masa imobilizirane biomase na ¢vrstom sloju

Mbiomasa [Q]
C1 4,47
C2 2,56
Cs 3,63
Ca 2,62

38



5. ZAKLJUCAK

1. U preliminarnom dijelu istrazivanja najveci ostvareni prinos 2,3-BTD-a iznosio je 0,48883
g/L i on je postignut u tikvici s najmanjom inicijalnom koncentracijom octene kiseline (10 g/L).
U tikvici s 12 g/L octene kiseline prinos je bio duplo manji (0,2433 g/L) dok je u tikvici s
najve¢om inicijalnom koncentracijom octene Kiseline (15 g/L) postignuta samo trecina prinosa

2,3-BTD-a u odnosu na tikvicu s najve¢im prinosom (0,1617 g/L).

2. Negativan utjecaj povecanja koncentracije octene kiseline na produktivnost i prinos 2,3-BTD-
a u skladu je s literaturnim navodima. Takoder, iako su koristene relativno visoke koncentracije
octene kiseline u podlozi, rast biomase nije bio u potpunosti inhibiran te je zabiljezena
proizvodnja nizih koncentracija 2,3 BTD-a. Sto se ti¢e pokazatelja uspje$nosti najveéa
produktivnost je postignuta u tikvici u kojoj je pocetna koncentracija octene kiseline 10 g/L i
iznosi 0,03266 g/Lh. Najmanja produktivnost je postignuta u tikvici s 15 g/L octene kiseline i
iznosi 0,01517 g/Lh. Produktivnost u tikvici s 12 g/L octene kiseline iznosila je 0,01623 g/Lh.

4. Na temelju rezultata dobivenih u tikvicama, u drugom dijelu istrazivanja prouc¢avan je utjecaj
razli¢itth poveéanih inicijalnih koncentracija octene kiseline na dinamiku i moguénost
proizvodnje 2,3-BTD-a u bioreaktoru s ¢vrstim slojem pri ¢emu su kao sredstva za imobilizaciju

koristeni aktivni ugljen te bukove strugotine.

5. Na temelju rezultata dobivenih u drugom dijelu istrazivanja, moze se zakljuciti kako se oba
nosac¢a mogu koristiti za uspje$nu imobilizaciju stanica bakterije Paenybacillus polymyxa pri
¢emu je viSe biomase moguce vezati upravno na aktivni ugljen zbog njegove strukture i velike

aktivne povrsine.

6. Unato¢ navedenoj c¢injenici, ukupno gledano, u eksperimentima s aktivnim ugljenom
ostvarene su nize produktivnosti bioprocesa kao rezultat nizih koncentracija proizvedenog 2,3-
BTD-a i ukupno duzeg vremena trajanja uzgoja. U uzgoju s poéetnom koncentracijom octene
kiseline 10 g/L prinos je iznosio 0,6154 g/L, a s po¢etnom koncentracijom octene kiseline od 15
g/L, 1,6667 g/L. Tijekom uzgoja na bukovim strugotinama s 10 g/L octene kiseline ostvaren je
prinos 2,3-BTD-a od 1,0502 g/L, a s 15 g/L octene kiseline prinos od 2,9368 g/L. Najveca
produktivnost procesa postignuta je u uzgoju na bukovim strugotinama s 15 g/L octene kiseline
i iznosi 0,042256 g/Lh. Potom slijedi uzgoj na aktivnom ugljenu s 15 g/L octene kiseline i

iznosi 0,013228 g/Lh. Najmanja produktivnost je postignuta u uzgoju na aktivnom ugljenu s 10
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g/L octene kiseline i iznosi 0,003517 g/Lh. Produktivnost u uzgoju na bukovim strugotinama s
10 g/L octene kiseline iznosi 0,008269 g/Lh.

7. KoriStenje bioreaktora s ¢vrstim slojem u kojem su bile imobilizirane stanice proizvodnog
mikroorganizma, pokazao se kao prikladan sustav za proizvodnju 2,3-BTD-a ¢ak i kod visih
inicijalnih koncentracija octene kiseline. S obzirom na utjecaj vise razliCitih faktora na
pokazatelje uspjesnosti bioprocesa potrebno je provesti dodatna istrazivanja za daljnju

optimizaciju bioprocesa.
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7. PRILOZI

Prilog 7.1. Popis kratica uz navedene oznake, veli¢ine i jedinice

Oznaka velicine Veli¢ina Jedinica
GLC Glukoza -
2,3-BTD 2,3-butandiol -
EtOH Etanol -
oD Opticka gustoca -
X Biomasa -
t Vrijeme uzgoja h
Y Masena koncentracija g/L
Masena koncentracija
Yolukoza g/L
glukoze
AScLc Potro$nja glukoze g/L
Y238TD Prinos 2,3-butandiola g/L
Y EtoH Prinos etanola g/L
Y AcoH Prinos acetata g/L
Koeficijent konverzije
Y23-BTD/GLC _ 9/g
glukoze u 2,3-butandiol
Produktivnost proizvodnje
Pr23-8m0 g/Lh

2,3-butandiola
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