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1. UvOD

Otprilike 84 milijuna barela sirove nafte dnevno koristi se u transportnom i
energetskom sektoru. Procjenjuje se kako e taj broj porasti na 116 milijuna barela
sirove nafte do 2030. godine (Ahorsu i sur., 2018). U ovom trenutku globalna potro$nja
fosilnih goriva kao primarnog izvora energije iznosi 13,865 milijuna tona nafte Sto je
ekvivalentno godisnjem rastu od 2,9 % (Karagoz, 2019). Unato¢ tome, koriStenje
obnovljive energije iz obnovljivih sirovina znacajno je porasla. U 2018. godini narasla

je za 14 %, §to obuhvaca 9 % svjetske opskrbe elektricnom energijom.

Lignocelulozna sirovina se sve vise primjenjuje kao alat u svrhu potiskivanja
fosilnih goriva iz upotrebe. Poljoprivredni ostaci, drvni ostaci, ostaci prehrambene
industrije, kao i organski otpad pritom su obecavajuce, ekoloski prihvatljive alternative,
za proizvodnju biogoriva i biokemikalija sa Sirokom primjenom u biomedicini,
farmaciji, kozmetickoj industriji te industriji proizvodnje razli¢itih oblika energije

(Okolie i sur., 2020).

Obnovljive lignocelulozne sirovine sastoje se od celuloze, hemiceluloze i
lignina, pritom ¢ineéi vrlo kompaktnu strukturu. Celuloza je homopolimer glukoze, dok
se hemiceluloza sastoji od heksoznih $ecera glukoze, manoze i galaktoze te pentoznih
Secera ksiloze 1 arabinoze (Hayn 1 sur., 1993), pritom ¢inec¢i vrlo vrijedan supstrat za
fermentacijske mikrobne procese. Kako bi se uklonio lignin, povecala poroznost
lignocelulozne sirovine i smanjila kristalicnost celuloze potrebno je provesti
odgovaraju¢i predtretman lignocelulozne sirovine. U tom koraku oslobadaju se
prethodno navedeni Seceri koje u fermentacijskim procesima mogu koristiti

odgovaraju¢i mikroorganizmi (Mardetko i sur., 2018).

Ne-Saccharomyces kvasci pritom pokazuju karakteristike pozeljne za
industrijsku primjenu u proizvodnji biogoriva i biokemikalija kao $to su koriStenje
razlicitih ugljikohidrata iz podloge (ukljucujuéi heksoze i1 pentoze), toleranciju na
stresne uvjete te inhibitore koji se oslobadaju u koraku predtretmana lignocelulozne

sirovine (Lane i sur., 2011). Kvasci roda Spathaspora, sposobni fermentirati pentozne



SeCere, pritom se sve viSe istrazuju u svrhu proizvodnje bioetanola i vrijednih

biokemikalija kao $to su Secerni alkoholi ksilitol i arabitol (Cadete i sur., 2017).

U ovom radu proveden je kemijski predtretman hidrolize lignocelulozne
sirovine izluzenih rezanaca Secerne repe uz pomo¢ razrijedene sumporne kiseline u
svrhu oslobadanja fermentabilnih Secera koji, nakon predobrade, zaostaju u teku¢em
hidrolizatu. Hidrolizati s detektiranim najvisim koncentracijama ugljikohidrata dalje su
se koristili kao hranjiva podloga za uzgoj kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463
i Spathaspora passalidarum CBS 10155 s ciljem proizvodnje etanola i $ecernih
alkohola ksilitola i arabitola u mikroaerofilnim uvjetima. Za usporedbu, proveden je
uzgoj kvasaca na modelnim, YP podlogama, s dodatkom glukoze, ksiloze i arabinoze,
simulirajuci tako sastav podloge hidrolizata lignocelulozne sirovine. Takoder, odredena
je optimalna temperatura za uzgoj navedenih kvasaca tako $to su se na YPD podlogama

oba kvasca uzgajali pri temperaturnom rasponu od 20 °C do 50 °C.



2. TEORIJSKI DIO

Ograniceni prirodni resursi sirove nafte i ostalih fosilnih goriva u kombinaciji s
njihovim dugogodi$njim negativnim ucinkom na okoli§, rezultiraju porastom
financijskih ulaganja u obnovljive izvore energije. Cilj investicija jest zamjena
industrije ugljikovodika s industrijom temeljenom na ugljikohidratima. Takav pristup
u srediSte stavlja lignocelulozu i iskoristavanje biomase kao pocetnog supstrata za

proizvodnju biogoriva i biokemikalija (Lange, 2007).

Biogoriva predstavljaju obec¢avajucu alternativu za fosilna goriva uzimajucéi u
obzir da se njihovom sintezom i koristenjem reducira emisija stakleni¢kih plinova.
Jedan od najznacajnjih predstavnika je bioetanol Koji se kao gorivo moze koristiti bez
modifikacija na motoru (Thangavelu i sur., 2016) ukoliko se mijeSa s benzinom u
rasponu od 3 % do 20 % (Roy i Dutta, 2019). Takoder, kako posjeduje visoke
koncentracije kisika u sastavu, postize veci stupanj izgaranja goriva te tako snizava
koncentraciju ugljikovog monoksida u ispusnom plinu (Morales i sur., 2014). Americ¢ka
uprava za energetske informacije iznijela je podatak o znacajnom povecanju
proizvodnje i1 potroSnje bioetanola u periodu od 2006. do 2018. godine, za ¢ak 60 %.
Vodec¢i proizvodaci bioetanola u ovom trenutku su Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, koje
bioetanol proizvode iz kukuruza 1 pSenice te Brazil, ¢ija se proizvodnja etanola temelji
na resursima Secerne trske (Roy i Dutta, 2019). Brazil i SAD zajedno biljeZe priblizno
90 % svjetske proizvodnje bioetanola (Branco i sur., 2019). Proizvodnja bioetanola
bazira se na 3 glavne kategorije izvora biomase: Secer kao primarni izvor (Secerna repa,
SeCerna trska, slatki sirak) (Zabed i sur., 2017; Balat, 2011), skrob kao sekundarni izvor
(kukuruz, pSenica) (Mohapatra i sur., 2017) i lignocelulozna sirovina kao tercijarni
izvor (otpad iz podruéja agroindustrije, drve industrije te industrije hrane) (Zhao i sur.,
2018; Hafid i sur., 2017).

Osim za proizvodnju biogoriva, lignocelulozna biomasa primjenjuje se u svrhu
proizvodnje biokemikalija poput Sec¢ernih alkohola, aromatskih spojeva i pojacivaca
okusa (Okolie i sur., 2020). Vecina proizvodnje biokemikalija jo$ uvijek svoje uporiste
ima u iskoriStavanju fosilnih goriva odnosno prirodnog plina zbog dostupnosti i jos
uvijek relativno pristupacne cijene. No porast u cijeni tih lako dostupnih sirovina, kao

i porast sve vece toksi¢nosti za okoli§ okrecu proizvodnju kemikalija u smjeru
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iskoriStavanja lokalno dostupnih obnovljivih izvora lignocelulozne biomase. Ovakav
prijelaz ima velik prostor za napredak u energetskom i ekonomskom smislu. U
usporedbi s koli¢inom studija koje se fokusiraju na energiju dobivenu iz obnovljive
biomase, relativno malo pozornosti je posveéeno moguénosti zamjene postojecih
petrokemikalija s kemikalijama proizvedenim iz obnovljivih materijala. Pritom
biomasa predstavlja jedini obnovljivi izvor bogat ugljikom za proizvodnju
biokemijskih proizvoda. Odrziva upotreba takvih sirovina sugerira integriranu
proizvodnju u biorafinerijama ¢iji se koncept rada bazira na tehnologijama koje
razdvajaju obnovljivu biomasu (poljoprivredni ostaci, drvni ostaci,...) na njene
gradivne komponente (ugljikohidrati, proteini, masti,...) koje se mogu pretvoriti u

prozivode s dodanom vrijednosti: biogoriva i biokemikalija (Okolie i sur., 2020).

2.1. OBNOVLIIVI IZVORI SIROVINA
2.1.1. Energetski usjevi

Secerna repa i $ecerna trska glavni su predstavnici ove skupine jer u svom
sastavu sadrze znacajne koli¢ine saharoze koja se moze Koristiti u proizvodnji
bioetanola. lIziskuju manje manipulacije te samim time smanjuju troSkove jer u
proizvodnji izostaje metoda predtretmana sirovine, korak specifican kod obrade
Skrobnih sirovina (Vohra i sur., 2014). Velika potraznja za bioetanolom na svjetskom
trziStu ne moze se zadovoljiti resursima 1 proizvodnjom na bazi Secerne repe 1 Se€erne
trske. Stoga se kao alternativa primjenjuju sirovine na bazi Skroba medu kojima je
glavni predstavnik kukuruz zbog visoke koncentracije Skroba u kukuruznom zrncu
(Watson, 2003). Sljedeca, Siroko primjenjiva Skrobna sirovina je pSenica dok je
primjena ostalih usjeva Zitarica otezana zbog onecis¢enja fenolnim spojevima (Wong i
sur., 2009).

Proizvodnja bioetanola iz navedenih primarnih izvora biomase natjece se za
ograni¢eno obradivo zemljiste namijenjeno proizvodnji hrane za ljudsku upotrebu i
sto¢nu hranu. Stoga se proizvodnja bioetanola okrece ka povoljnijim izvorima sirovina,
odnosno sekundarnim izvorima biomase u koje spadaju poljoprivredni ostaci, ostaci
drvne industrije, ostaci prehrambene industrije, pa ¢ak i komunalni otpad (Ivanci¢-
Santek i sur., 2016).



2.1.2. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine predstavljaju najzastupljeniji oblik biomase u svijetu
te samim time i najvec¢i izvor obnovljivog materijala. lako obnovljivi izvori energije
trenutno zauzimaju manje od 20 % svjetske potraznje za energijom, do 2035. godine se
oc¢ekuje da taj udio dosegne brojku od 30 % (Matsuo i sur., 2013). Takoder, potrebno
je naglasiti kako priblizno 70 % troSkova proizvodnje bioetanola proizlazi iz segmenta

nabavke sirovina (Smuga-Kogut i sur., 2019).

Poljoprivredni ostaci kao $to su stabljika i klipovi kukuruza, sijeno, otpatci
prerade Secerne repe i1 trske te stabljike rize i pSenice, potencijalni su izvori za
proizvodnju bioetanola. Karakterizira ih visoka razina dostupnosti i brojni ciklusi berbe
kroz samo jednu fazu sadnje. Na godisnjoj razini se ubire 350 do 450 milijuna tona
usjeva, Sto generira ogromne koli¢ine poljoprivrednog otpada (Liyamen i Ricke, 2012).
Za usporedbu, cijena Secerne trske i kukuruza iznosi 60,9 USD/t, odnosno 185,9 USD/t,
dok cijene ostataka iz prerade Secerne trske i kukuruza iznose 36,4, odnosno 58,5 USD/t
(Rosales-Calderon i Arantes, 2019). Organski otpad iz komunalnog ¢vrstog otpada
pokriva drugi segment jeftinog i lako dostupnog izvora biomase koji je prikupljen iz
raznih industrija ili velikog broja ku¢anstava. Iako se tretiraju kao otpad, organski ostaci
su vrijedan izvor Seéera, lipida i proteina koji se mogu iskoristiti uz djelovanje
mikroorganizama (Lynd, 2017). Ostaci Sumarske industrije obuhvacéaju biomasu koja
nije iskoristena ili uklonjena iz komercijalne proizvodnje tvrdog i mekog drva kroz
postupke gospodarenja Sumama. Otpad Sumarske industrije ukljucuje piljevinu i koru
te moze osigurati do 65 % energetskog potencijala biomase (Lynd, 2017). U tablici 1
prikazani su izvori lignocelulozne biomase i njihov sastav prikazan kao udio suhe tvari

biomase.



Tablica 1. Izvori lignocelulozne biomase i njihov sastav

Biomasa Hemiceluloza (%0) Celuloza (%) Lignin (%)
Poljoprivredni 25- 50 37- 50 5-15
ostaci
Tvrdo drvo 25- 40 45- 47 20- 25
Meko drvo 25-29 40- 45 30- 60
Otpadne trave 35- 50 25- 40 -
Organski otpad 21-24 15-17 14-16

lako predstavlja lako dostupan i jeftin izvor obnovljive energije, lignoceluloza
se kao sirovina jos uvijek rijetko koristi zbog svoje strukture i fizikalno-kemijskih
svojstava. Lignoceluloza u svom sastavu najve¢im dijelom sadrzi celulozu,
hemicelulozu te lignin, dok su pektin, proteini, ekstraktivne tvari i pepeo prisutni u
manjim koli¢inama. Udio pojedine tvari razlikuje se ovisno o vrsti lignocelulozne
sirovine (Matokovi¢, 2018). Celuloza je dugolan¢ani homopolimer izgraden od niza D-
glukoznih jedinica povezanih B-1,4 glikozidnim vezama. Zbog velikog broja vodikovih
mostova koje tvore hidroksilne skupine, celulozu karakterizira kristali¢na struktura.
Hemiceluloza je heterogeni polimer Secera i Secernih derivata koji zajedno formiraju
razgranatu mrezu. Monomeri koji izgraduju takav sustav su heksoze u koje spadaju
glukoza, galaktoza i manoza te pentoze u koje spadaju ksiloza i arabinoza. Obzirom na
razgranatost, hemicelulozu karakterizira amorfna struktura Sto ju ¢ini podloZnijom
djelovanju kiselina, luzina i enzima. Lignin je vrlo slozeni heteropolimer koji se sastoji
od fenlnih spojeva i njihovih derivata. Strukturno povezuje celulozna i hemicelulozna
vlakna te tako osigurava cvrstu fiziolosku potporu biljkama (Hayn i sur., 1993).
Obzirom na znatne koli¢ine Secera koje sadrzi u svom sustavu, lignoceluloza je kao
sirovina iskoristiva za proizvodnju biogoriva, toc¢nije proizvodnju etanola druge

generacije i ostalih biomaterijala (Isikgor i Becer, 2015).

Predobrada je prvi korak u iskoristavanju lignoceluloznih sirovina u svrhu
generiranja fermentabilnih Secera. Cilj predobrade je odvajanje lignina od celuloze i
hemiceluloze, smanjenje kristali¢nosti celuloze i povec¢anje poroznosti materijala kako

bi hidroliticki enzimi mogli pristupiti svojim supstratima (celulozi 1 hemicelulozi) u



enzimskim hidrolizama koje slijede nakon predtretmana (Su i sur., 2015). Metode
predtretmana mogu se podijeliti u sljede¢e kategorije: fizikalne u koje spadaju
mehanicko usitnjavanje i mljevenje, piroliza i gama zracenje; fizikalno-kemijske u koje
spadaju predobrada parom, hidrotermoliza i mokra oksidacija; kemijske u koje spadaju
alkalna i kemijska hidroliza, ozonoliza, upotreba oksidiraju¢ih sredstava i organskih
otapala te bioloske metode koje se provode pomoc¢u mikroorganizama i enzima (Kumar
i sur., 2009). U ovom radu primjenjena je metoda kemijske predobrade lignocelulozne
sirovine prilikom koje se koristila razrijedena otopina sumporne kiseline pri visokim
temperaturama (140 °C-200 °C). Sumporna kiselina pri viSim temperaturama
razgraduje hemicelulozu $to rezultira raspadanjem cvrste lignocelulozne strukture.
Vecina hemiceluloze razgraduje se do Secera koji prelaze u tekuéu fazu, dok celuloza
ostaje prisutna u krutoj fazi. Glavni nedostatak predtretmana razrijedenom sumpornom
kiselinom formiranje je kemikalija kao $to su furfurali koji djeluju inhibirajué¢e na

sljede¢u enzimsku hidrolizu i mikrobiolosku fermentaciju (Zhang i sur., 2015).

2.1.3. IzluZeni rezanci Secerne repe

Seéerna repa uzgaja se i preraduje u gotovo svim zemljama Europske Unije §to
ukazuje na Siroko rasprostranjenu i razvijenu industriju proizvodnje Seéera koja je
zasluzna za odrzavanje lokalnog gospodarstva U mnogim ruralnim podruc¢jima (Balat,

2011).

Nusproizvodi prilikom obrade Sec¢erne repe ukljucuju pulpu Secerne repe i lisce
Secerne repe. Jedna tona Secerne repe U prosjeku generira 500 kg njene pulpe (Mesbahi
i sur., 2005). Pulpa se nakon tretmana parom presa i/ili susi te se u obliku izluZenih

rezanaca Secerne repe na trzi$tu prodaje kao sto¢na hrana (slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz dobivanja izluZenih rezanaca Secerne repe iz procesa

proizvodnje Secera (Anonymus, 2020)

IzIuZeni rezanci Secerne repe sastoje se od razliCitih polisaharida (najvise
pektina (20-30 %), celuloze (44 %) i hemiceluloze (24 %), koji su prisutni u puno vecoj
koncentraciji nego lignin (2-4 %). Preostali udio zauzimaju proteini (7-10 %) i pepeo
(5 %). Izluzeni rezanci Se€erne repe moraju se, prije fermentacije, podvrgnuti tretmanu
predobrade kako bi se povecala povrSina celuloze i omogudila u¢inkovitija hidroliza
biomase s pomoc¢u enzima. Primjerice, jedan od na¢ina predobrade je eksplozija parom
pomocu vru¢e vode u uvjetima visokog tlaka. Naglim spustanjem tlaka, sirovina se
podvrgava eksplozivnoj dekompresiji, oslobadaju¢i pritom topljive komponente
pektina u vodeni medij. Zaostala netopiva frakcija celuloze, pulpa, moze se koristiti za
daljnju proizvodnju bioetanola (Zhang i sur., 2015). Takoder, celuloza i hemiceluloza
mogu se do jednostavnijih Secera hidroliti¢ki razgraditi pomocu celulaza, odnosno
hemicelulaza. Osim upotrebe enzima, rezanci SeCerne repe mogu se i kemijski
obradivati u svrhu dobivanja jednostavnih Secera. Primjerice, Koriste¢i predtretman
pomoc¢u sumporne kiseline, gdje se s fermentiraju¢im Secerima ujedno oslobadaju i
drugi spojevi (Rahman i sur., 2007). Razgradnjom acetilne strukture hemiceluloze
oslobadaju se organske kiseline, poput octene kiseline. Furanski spojevi, poput
furfurala i 5-hidroksimetilfurfurala (5-HMF) nastaju dehidracijom Secera pentoze i
heksoze. Razgradnjom lignina dolazi do oslobadanja fenolnih spojeva (Jonsson i
Martin, 2016; Almeida i sur., 2007). Nastali spojevi u fermentacijskim procesima mogu
djelovati kao inhibitori stani¢nog mikrobnog metabolizma (Prasad i sur., 2019). Procesi
koji kombiniraju kemijsku predobradu te simultanu enzimsku hidrolizu i fermentaciju
pokazuju visoku ucinkovitost te snizuju troskove prizvodnje. Zbog toga takvi procesi

su ucinkovitost istodobne saharifikacije i fermentacije (86 %-tno poklapanje



fermentacijske ucinkovitosti s teoretskom) primjenjujuci najprije termicku obradu
pulpe Secerne repe (121 °C kroz 30 minuta) u mediju s 2 %-tnom otopinom sumporne
kiseline nakon kojeg slijedi postupak enzimske hidrolize. Prema njihovom istrazivanju
je dokazano da vremenski interval od 6 sati izmedu pocetka enzimske hidrolize i
inokulacije odredenim sojem mikroorganizama moze poboljsati fermentacijske procese
zbog progresivnog oslobadanja fermentabilnih Secera heksoza i pentoza. Rezi¢ 1 sur.
(2016) kombinirali su termicki predtretman pulpe Seerne repe (121 °C kroz 30
minuta), enzimsku hidrolizu pomoc¢u pektinaza i celulaza kroz 22 sata i naposljetku
fermentaciju s pomocu kvasca S. cerevisiae te u konacnici postigli prinose etanola 0,10
g etanola g osusene pulpe Sederne repe. Prijasnja istrazivanja biljeZe prinose etanola
u intervalu od 0,04 do 0,06 g g™ osusene pulpe $eéerne repe (Micard i sur., 1997). Niski

prinosi mogu se pritom pripisati specificnom kemijskom sastavu pulpe Secerne repe.

2.2. BIOGORIVA | BIOKEMIKALIJE 1Z LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Najnovije strategije proizvodnje energije okre¢u se primjeni takozvanog
cirkularnog procesa koji favorizira potpuno iskoristavanje nusprodukata iz razlicitih
industrija. Strategija se zasniva na razvoju integriranih biorafinerija prilikom cega se
sirovi materijali koriste kao biomasa za proizvodnju goriva, kemikalija i energije s
ciljem smanjenja ovisnosti o fosilnim gorivima §to znaéajno pridonosi odrzivosti
svjetskog gospodarstva i usporavanju globalnih klimatskih promjena (Liguori i Faraco,
2016; Mohan i sur., 2016). Biogoriva se mogu nalaziti u teku¢em agregatnom stanju
kao primjerice bioetanol, biobutanol, bioulje, biodizel i plinovitom agregatnom stanju
kao primjerice bioplin, biometan i biovodik. Navedeni proizvodi sintetiziraju se
termokemijskim postupcima poput pirolize, ukapljivanja, razli¢itih sinteza 1
transesterifikacija ili primjenom biotehnoloskih postupaka koji ukljucuju enzimske
hidrolize, fermentacije i anaerobne digestije (Parakh i sur., 2020; Nanda i sur., 2016;
Kamm 2007).

Etanol proizveden biotehnoloskim postupkom moze se mijesati u adekvatnom
omjeru s benzinom i tako Koristiti kao gorivo za transport. U usporedbi s
konvencionalnim gorivima, bioetanol ima brojne prednosti. U svom sastavu sadrzi 35
%-tnu frakciju kisika, §to poboljSava izgaranje bioetanola i minimizira emisiju CO, NO,

NOx cCestica i ugljikovodika u okoliSnom zraku (Kim i Dale, 2004). Proizvodnja



bioetanola iz primarnih izvora biomase, odnosno sirovina na bazi Secera ili Skroba
negativno utjeCe na svjetsku ekonomiju jer preusmjerava proizvodnju energetskih
usjeva prema dobivanju transportnih sredstava umjesto proizvodnji hrane za svjetsku
populaciju. Upravo je zbog toga proizvodnja bioetanola iz neprehrambenih izvora,
odnosno iz lignocelulozne biomase privukla pozornost zbog benefita u ekonomskom i

ekoloskom segmentu.

Biobutanol se proizvodi kao alternativa bioetanolu zbog svojih superiornih
svojstava goriva i visokog udjela energije koja je za 30 % viSa u odnosu na bioetanol.
Za razliku od bioetanola, biobutanol se moZe u postoje¢im motorima vozila koristiti u
samostalnom obliku zbog svoje nehigroskopne prirode sprjecavajuéi tako smrzavanje
dijelova motora i niskog tlaka pare §to ga ¢ini sigurnim za upotrebu (Sarangi i Nanda,
2020). lako bioetanol i biobutanol zajedno ¢ine perspektivna goriva, njihov proizvodni
proces uvelike ovisi 0 postupcima izdvajanja proizvoda iz proizvodne smjese koji
iziskuju velike kolic¢ine energije (Nanda i sur., 2018). Dok se bioetanol moze izdvojiti
destilacijom, odvajanje biobutanola je puno izazovnije i dugotrajnije §to ga u konacnici

¢ini skupljim proizvodom.

Biodizel je obnovljivo, netoksi¢no 1 ekoloski prihvatljivo gorivo koje se moze
koristiti u dizelskim motorima bez preinaka motora (Reddy i sur., 2016). Jedan od
najces¢ih postupaka proizvodnje iz lignoceluloznih sirovina je reverzibilna reakcija
transesterifikacije iz koje kao proizvodi izlaze esteri masnih kiselina i glicerol
(Srivastava i Prasad, 2000). U novije vrijeme, istrazuje se proizvodnja biodizela iz
sirovog ulja rizinth mekinja (Shiu i sur.,, 2010) i proizvodnja reakcijom

transesterifikacije iz mulja papirnica kao pocetne sirovine (Deeba i sur., 2015).

Biometan je obecavajuc¢e biogorivo zbog svoje velike kalorifske vrijednosti,
male gustoce 1 velike energetske ucinkovitosti. Moze se proizvesti iz razliCitih izvora
biomase postupcima anaerobne digestije. Koristi se kao zamjena za prirodni plin
dobiven iz fosilnih goriva za kombiniranu proizvodnju topline i elektri¢ne energije.
Pokazuje sli¢na svojstva kao prirodni plin u pogledu potrosnje, performansi motora i
ucinkovitosti kao pogonsko gorivo (Khan i sur., 2017). Sli¢an biometanu, sinteticki plin
moze se koristiti za proizvodnju elektricne energije s visokom ucinkovitosti ili kao €isto

transportno gorivo. Proizvodnja vodika, plina s izuzetno visokim udjelom energije, iz
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lignocelulozne biomase dobiva se fotofermentacijom i tamnom fermentacijom,
postupcima proizvodnje u prilagodenim uvjetima i s pravim izborima mikroorganizama

(Rapagna i sur., 2002).

Lignocelulozna biomasa sve viSe se pokazuje kao koristan supstrat za
proizvodnju kemikalija dodane vrijednosti jer u svom sastavu sadrzi znacajne udjele
celuloze, hemiceluloze i lignina. Vecina aromatskih spojeva proizvodi se
termokemijskom razgradnjom lignina zbog njegove aromati¢nosti, dok se celuloza i
hemiceluloza mogu termicki nadograditi na alifatske spojeve male molekulske mase.
Enzimskom ili kemijskom hidrolizom celuloze proizvodi se glukoza, koja se dalje
nadograduje do sinteze kemikalija poput levulinske kiseline i 5-hidroksimetilfurfurala,
obecavajucg spoja za proizvodnju razli¢itih organskih kemikalija visoke vrijednosti,

aromati¢nih spojeva i aditiva za gorivo (Alonso i sur., 2013).

Seéerni alkohol ksilitol vazna je kemikalija koja nastaje hidrolizom
hemiceluloze i njenih derivata, poput ksiloze, ksilana, arabinoze i drugih Secera, koji
su topljivi u razrijedenim kiselinama. U prehrani se primjenjuje kao alternativa saharozi
u zasladivac¢ima hrane za dijebeticare, vitaminskim tabletama za zvakanje i u zvaka¢im
gumama. Takoder se primjenjuje u industriji proizvodnje tankih povrSinskih premaza
(Rahman i sur., 2007). Zauzima Siroku primjenu u stomatologiji jer ulazi u formulaciju
pasti za zube, sluzi kao antimikrobni agens prilikom zubnih manipulacija te kao vodica
za ispiranje usta (Kumar i sur., 2008). Proizvodnja ksilitola postupkom redukcije
kemikalija ogranicena je upotrebom skupih katalizatora i metoda procis¢avanja (Saha,
2003). 1z tog razloga se postupak mikrobne fermentacije postavlja kao obecavajuci

alternativni put proizvodnje.

Arabitol je sladak i bezbojan Secerni alkohol koji, kao i ksilitol, svoju primjenu
nalazi u farmaceutskoj 1 prehrambenoj industriji. Koristi se najces¢e kao antimikrobni
agens prilikom zubnih manipulacija u stomatologiji te kao sredstvo za redukciju
adipoznog tkiva (Kumdam i sur., 2014). lako se trenutna proizvodnja arabitola bazira
na reakciji redukcije laktona koja zahtijeva temperature vise od 100 °C i skupi
katalizator, sve viSe se istraZzuje primjena biotehnoloskih procesa proizvodnje kako bi
se dobivanje ovog produkta okrenulo ekonomicnoj i ekoloski prihvatljivijoj alternativi
(Kordowska-Wiater i sur., 2012).
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Osim ksilitola i arabitola, vrijedne kemikalije iz lignocelulozne biomase su
vanilin i galna kiselina koje predstavljaju poc¢etne monomere u proizvodnji razlicitih
polimera, poliestera, epoksi materijala i polikarbonata (Cetera i sur., 2018). Vanilin se
proizvodi depolimerizacijom lignina (Fache i sur., 2016) te nalazi svoju primjenu u
prehrambenoj industiji kao pojaciva¢ okusa, u farmaceutskoj industriji proizvodnje
lijekova i proizvodnje antipjenic¢a (Kumar i Pruthi, 2014). Galna kiselina koristi se kao
antioksidans u formulaciji ¢ajeva, u papirnoj industriji kao sastojak tinte te u popularnoj
industriji samotamnjenja (Zanwar i sur., 2013). Furfural je kemikalija s godi$njom
prizvodnjom od 250 000 tona nastalom iz hidroliza poljoprivrednih i drvnih ostataka
koncentriranom sumpornom Kkiselinom (Gallezot, 2012). Koristi se u procesu
proCi§¢avanja ulja za podmazivanje te kao intermedijer za proizvodnju vaznih

kemikalija poput furana, furfuril alkohola i tetrahidrofurana (Lichtenthaler, 2002).

Kako bi se lignocelulozna biomasa koristila $to uc¢inkovitije, potebno je procese
proizvodnje §to viSe usmjeravati ekoloski prihvatljivim postupcima, uzimajuéi

istovremeno u obzir ekonomski aspekt cjelokupnog procesa.

2.3. MIKROORGANIZMI U PROIZVODNJI BIOETANOLA | BIOKEMIKALIJA
Proizvodni troSkovi bioetanola i biokemikalija iz lignoceluloznih sirovina jo$
uvijek su visoki te takav nacin proizvodnje joS nije komercijalno primjenjiv (Duwe 1
sur., 2019; Lennartsson i sur., 2014). Trenutno se proizvodnja bioetanola druge
generacije razvija u fazi pilot postrojenja. Za ostvarenje takve proizvodnje potrebno je
razviti mikrobne sojeve koji mogu rasti i proizvoditi etanol iz glukoze i ksiloze, koji su
glavni fermentabilni Seceri generirani tijekom postupka hidrolize lignocelulozne
sirovine. Ostali Seceri koji se takoder oslobadaju u istom postupku su fruktoza, manoza,

galaktoza i pentozni Secer arabinoza (Ruchala i sur., 2019).

2.3.1. Bakterije u proizvodnji bioetanola

Bakterija Escherichia coli, fakultativni anaerob, dugi niz godina se pokazuje
kao obecavaju¢i mikroorganizam u proizvodnji bioetanola. Modificiran je tako da moze
sintetizirati razliCite kemikalije, medu njima 1 etanol. Najvaznija karakteristika ovog

mikroorganizma u proizvodnji bioetanola njegova je sposobnost apsorbiranja razli¢itih
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izvora ugljika. Unato¢ svojstvenim prednostima, postoje prepreke za industrijsku
proizvodnju: sposobnost rasta samo u uskom podrucju pH, oko neutralnog; manje
robustan mikroorganizam u usporedbi s kvascima; karakteristicna biotoksi¢nost (Bajwa
I sur., 2010); osjetljivost u prisutnosti etanola i inhibitora (Cadiere i sur., 2011);
formiranje inkluzijskih tijela (Clifton i Fraenkel, 1981) te nemogu¢nost iskoriStavanja
polisaharida. E. coli se iz navedenih razloga geneti¢ki manipulira ne bi li se povecala
tolerancija na etanol i inhibitore te potaknula proizvodnja celulaze i hemicelulaze
(Prasad i sur., 2019).

Zymomonas mobilis je detaljno istrazivana bakterija kao potencijalni
proizvoda¢ bioetanola. Visoka apsorpcija Secera iz podloge, rast pri niskim pH
vrijednostima, visoka sposobnost tolerancije na etanol i supstrate te dobar
fermentacijski ucinak ¢ine ga odliénim kandidatom za primjenu u industrijskoj
proizvodnji etanola. Ono §to je kod ovog mikroorganizma 0Sobito izraZeno je
tolerancija na visoke koncentracije etanola u podlozi (Haurie i sur., 2001). Identificirani
su geni odgovorni za tu toleranciju (Hawkins i sur., 2013). Unato¢ prednostima, glavni
nedostatak je nemoguénost fermentacije pentoznih Secera dobivenih hidrolizom
lignoceluloznih sirovina (Hector i sur., 2008). Zbog toga se razvoj ovog
mikroorganizma okrece genetickim manipulacijama kako bi mogao previrati pentoze i

kako bi proizvodio enzime za razgradnju lignoceluloze i skroba (Prasad i sur., 2019).

Clostridium thermocellum je anaerobna, termofilna i Gram-pozitivna bakterija
s mogucnosti proizvodnje bioetanola iz celuloze. Glavna prednost ove bakterije je Sto
sadrzi celulosom, multienzimski kompleks koji sadrzi preko 20 razli¢itih enzima koji
sluze za razgradnju lignoceluloze (Bicho i sur., 1988). Geneticko inZenjerstvo u
primjeni ove bakterije usmjerava se na redukciju sinteze nezeljenih fermentacijskih
proizvoda, na sposobnost previranja pentoznih Secera za proizvodnju etanola pri
visokim temepraturama te sposobnost koriStenja razli¢itih lignoceluloznih sirovina
(Prasad i sur., 2019).

Bacillus subtilis je Gram-pozitivna bakterija koja ima GRAS (Generally
Recognized As Safe) status, niska nutritivna zahtijevanja te moze previrati pentoze i
heksoze ukljucujuéi glukozu, manozu, ksilozu i celobiozu. Posjeduje moguénost

ekspresije celulaza i hemicelulaza, koje se mogu izluciti iz stanice i koristiti u svrhu
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razgradnje lignocelulozne biomase i otpustanja Sec¢era (Bajwa i sur., 2009). Geneticke
modifikacije B. subtilis usmjerene su eliminiranju sekrecije proteaza, poboljsanoj

ekspresiji celulaza i redukciji nezeljenih fermentativnih spojeva (Prasad i sur., 2019).

2.3.2. Kvasci u proizvodnji bioetanola i biokemikalija

Kvasac Saccharomyces cerevisiae primarni je mikroorganizam za upotrebu u
industrijskoj proizvodnji bioetanola jer posjeduje nekoliko poZeljnih svojstava: brz rast,
ucinkovit metabolizam glukoze, visoka produktivnost i prinos etanola, visoka
tolerancija na stresne ¢imbenike poput visoke koncentracije etanola, visoke pH
vrijednosti te niske koncentracije kisika. S. cerevisiae alkoholnom fermentacijom
proizvodi etanol s prinosom blizu teoretskog maksimuma (0,51 g etanola g* glukoze)
(Gombert i van Maris, 2015). U industrijskim uvjetima proizvodi etanol s prinosom
ve¢im od 90 % teoretskog maksimuma (Della-Bianca i sur., 2013). S. cerevisiae
uspjesno previre heksoze glukozu, fruktozu i manozu te u manjoj koli¢ini galaktozu,
ali ne i pentoze, no taj se problem rjesava genetickim modificiranjem kvasca
(Madhavan i sur., 2012). Divlji tipovi ovog kvasca nisu u stanju previrati pentozne
Seere (D-ksilozu ili L-arabinozu) koji ¢ine glavne komponente lignoceluloznih
hidrolizata. Kako se pritom ksiloza oslobada u puno veem omjeru, geneticke
modifikacije S. cerevisiae fokusiraju se na konstruiranje sojeva koji su sposobni
metabolicki razgraditi ksilozu i fermentirati ju (Ruchala i sur., 2019). Iako je geneticki
modificirani S. cerevisiae sposoban kofermentirati heksoze i pentoze, i dalje nije
sposoban fermentirati glukoza/ksiloza podlogu jednako efikasno kao S§to divlji soj
fermentira glukozu (Zhang i sur., 2015). Nadalje, izrazena je osjetljivost prema

inhibitorima koji se nalaze u lignoceluloznim hidrolizatima (Ruchala i sur., 2019).

lako je glukoza glavna komponenta Secera lignocelulozne sirovine, pentozni
Seceri, kao S$to su D-ksiloza i L-arabinoza, mogu biti prisutni do 20 %. 1z tog razloga
je fermentacija D-ksiloze kljucan faktor u iskoriStavanju sirovina za proizvodnju
biogoriva. Pritom razvoj sojeva S. cerevisiae koji mogu fermentirati ksilozu nebi trebao
biti najznacajniji put koji se prati. Istrazivanje i prilagodba nativnih kvasaca Kkoji
fermentiraju D-ksilozu kao $to su Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Schefferomyces

(Candida) shehatae, Pachysolen tannophilus, Ogataea polymorpha te kvasci iz soja
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Spathaspora pruzaju adekvatnu alternativu u industrijskoj primjeni proizvodnje

bioetanola druge generacije (Cadete i sur., 2016).

2.3.3. Ne-Saccharomyces kvasci

Ne-Saccharomyces kvasci predstavljaju veliki izvor bioraznolikosti s
pozitivnim karakteristikama, vaznim za industrijsku primjenu kao $to su sposobnost
koristenja kompleksnih supstrata te rast u prisutnosti inhibitora u podlozi. Njihov tijek
evolucije neovisan je 0 kvascu S. cerevisiae zbog ¢ega se smatra da veliki dio ne-
Saccharomyces kvasaca sadrzi nove i jedinstvene mehanizme koje S. cerevisiae ne
posjeduje. Trenutno je opisano nekoliko tisu¢a vrsta ne-Saccharomyces kvasaca uz
pretpostavku da veliki broj jos nije niti otkriven (Mrak, 2019).

U pravilu su svi ksiloza fermentirajuci kvasci izolirani iz organizma drvosadne
bube koja razgraduje trulo bijelo tvrdo drvo (Nardi i sur., 2006), osim soja O.
polymorpha koji je izoliran iz drugih prirodnih izvora (Gellisen, 2000). S. stipitis jedan
je od, dosad otkrivenih kvasaca, s najve¢om sposobnosti fermentiranja D- ksiloze (du
Preez i sur., 1989). Osim ksiloze, u mogucnosti je fermentirati i ostale Secere koji se
prirodno nalaze u drvu kao $to je celobioza (disaharid koji se sastoji od dvije glukozne
jedinice povezane B-1,4-glikozidnim vezama osloboden u postupku hidrolize celuloze)
(Girio i sur., 2010). Unato¢ tome, S. stipitis pokazuje veci afinitet prema glukozi nego
ksilozi kada se oba izvora ugljika nalaze u podlozi (Weierstall i sur., 1999). Identi¢an
efekt represije glukozom dokazan je i kod ksiloza fermentiraju¢eg kvasca C. shehatae.
U anaerobnim uvjetima, sinteza etanola pomocu S. stipitis je nedovoljna zbog loseg
transporta ksiloze, dok je u uvjetima s ogranicenom koncentracijom kisika generiran
ve¢i prinosi etanola (Karagoz i sur., 2019). O. polymorpha je jedan od
najtermotolerantnijih poznatih kvasaca koji ima moguénost rasta na temepraurama od
50 °C. Divlji tip soja O. polymorpha sposoban je iz podloge fermentirati glukozu,
ksilozu, manozu, maltozu i celobiozu u etanol, no nije u mogucnosti fermentirati
galaktozu i L-arabinozu (Ryabova i sur., 2003). Fermentacijski uvjeti u kojima generira
najvece prinose etanola su temperaturni rasponi 45-48 °C i uvjeti s limitiraju¢om
koncentracijom kisika. U industrijskom mjerilu, mogucnost rasta na visokim
temperaturama moze smanjiti trosSkove hladenja sustava i smanjiti rizike mogucih

kontaminacija (Ruchala i sur., 2019).

15



2.3.4. Kvasci roda Spathaspora

Rod Spathaspora prvi su opisali Nguyen i sur. (2006) za karakterizaciju soja
nove vrste kvasca koji proizvode alantoidne aske koji sadrze jednu askosporu sa
zakrivljenim krajevima (slika 2). Asci i askospore ovih kvasaca razlikovali su se od
ostalih, do tada poznatih kvasaca. Temeljna skupina roda Spathaspora trenutno broji

22 vrste.

Slika 2. Pupajucée stanice i aske kvasaca Spathaspora arborariae i Spathaspora
passalidarum (Cadete i sur., 2017)

Vrsta Spathaspora passalidarum izolirana je iz crijeva drvosadne bube
Odontotaenius disjunctus, pronadene na istoku Sjedinjenih Americkih Drzava.
Najzanimljivija fizioloska karakteristika ovog kvasca je mogucnost koristenja D-
ksiloze. Prije otkri¢a ove vrste, tek je nekolicina kvasaca bilo poznato s mogucnosti
previranja ksiloze: Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Sc. (Candida) shehatae i

Pachysolen tannophilus.

Cadete i sur. (2009) opisali su drugu asporogenu vrstu iz roda Spathaspora:
Spathaspora arborariae. Ova vrsta izolirana je s istrunulog drveta u atlantskoj prasumi
i ekosustavima Cerrado u Brazilu. Pokazalo se kako vrsta dobro raste na glukozi ili D-
ksilozi te proizvodi usporedive koli¢ine biomase i etanola iz oba Secera (Cadete i sur.
2009).
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Medu vrstama koje fermentiraju D-ksilozu, Sp. passalidarum je najbolji
proizvodac etanola, pokazujuci visoke prinose i1 produktivnost etanola kada se uzgaja u
podlogama s D-ksilozom kao izvorom ugljika, bilo u aerobnim ili anaerobnim uvjetima.
Takva svojstva ¢ine ovu vrstu posebno zanimljivom za industrijsku proizvodnju etanola
druge generacije (Cadete i sur., 2017). Takoder, uzimajuéi u obzir da je prirodno
staniSte ovog kvasca probavno crijevo kukca u kojem vladaju uvjeti ograni¢enja
kisikom, moze se ocekivati prilagodba ove vrste za rast u mikroaerofilnim uvjetima u
podlozi s celulozom i hemicelulozom (Long i sur., 2012). Nakanishi i sur. (2017) otkrili
su kako ovaj kvasac uspjeva iskoristiti svu glukozu iz podloge i vise od 90 % ksiloze
kada se uzgaja na hidrolizatu izluZenih rezanaca Secerne trske. Medutim, pokazalo se
kako na Sp. passalidarum znacajno utjecu inhibitori poput octene kiseline i furfurala te
hidroksimetilfurfurala pristuni u hidrolizatima na nac¢in da koce rast mikroba i
proizvodnju etanola (Jonsson i Martin 2016). Su i sur. (2015) proucavali su uéinke
octene kiseline, furfurala, 5-HMF i vanilina na rast, potro$nju Secera i proizvodnju
etanola s pomocu kvasca Sp. passalidarum te su se rezultate usporedili s kvascem S.
stipitis. Octena kiselina i furfural pokazali su se kao najjaci inhibitori oba kvasca. Kada
se nalazi u prisutnosti s drugim inhibitornim spojevima (furfural, HMF i vanilin),
koncentracije octene kiseline iznad 1,5 g L djeluju potpuno inhibirajuée za
fermentaciju kvasca Sp. passalidarum. S ciljem poveéanja tolerancije prema
inhibitorima, razvijeni su novi sojevi Sp. passalidarum s poboljsanim karakteristikama
(Long i sur., 2012). Vrsta soja Spathaspora, koja takoder fermentira D- ksilozu, je
Spathaspora arborariae. Posebno je proucavana radi sposobnosti fermentiranja
lignoceluloznih hidrolizata s prinosima etanola od 0,45 g g** (da Cunha-Pereira i sur.,
2011). S. arborariae takoder proizvodi etanol kao glavni produkt metabolizma ksiloze,
no ipak ju karakterizira veca produktivnost ksilitola od onih postugnutih sa Sp.
passalidarum (Cadete i sur., 2016). Takoder, ova vrsta pokazuje jasnu preferenciju
prema glukozi kao primarnom izvoru ugljika kada je u podlozi prisutan izbor razli¢itih
Secera (Cadete i sur., 2017).

17



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Sirovina

U svrhu izrade diplomskog rada, kao lignocelulozna sirovina, koriSteni su
izluZzeni rezanci SeCerne repe dobiveni iz pogona za proizvodnju Secera Sladorana
Zupanja. Sirovina je uvana u zatvorenoj papirnatoj ambalaZi pri sobnoj temepraturi te
u prostoriji s niskim udjelom vlage. Izluzeni rezanci Seerne repe u vlastitom sastavu

sadrze 92 % suhe tvari (tablica 2).

Tablica 2. Sastav sirovine: izluZeni rezanci Se¢erne repe

komponenta glukan ksilan arabinan mravlja octena LTK LNTK-+pepeo

sirovine kiselina  kiselina

w (%0) 209 11,25 11,09 5,32 0,87 23,15 38,04

3.1.2. Radni mikroorganizam
Kao radni mikroorganizam koristene su dvije vrste kvasca roda Spathaspora:

Spathaspora arborariae CBS 11463, izoliran iz organizma insekta (Louisiana, SAD) i
Spathaspora passalidarum CBS 10155, izoliran iz unutra$njosti istrunulog drva
(Brazil). Radni mikroorganizmi dio su zbirke mikroorganizama Laboratorija za

biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada.

3.1.3. Kemikalije
U tablici 3 prikazan je popis koristenih kemikalija, njihova ¢istoca, proizvodac

te zemlja podrijetla.
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Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo kemikalija koristenih za pripremu otopina i podloga

Kemikalija Cistoéa Proizvodaé

YPD broth za upotrebu u Fisher BioReagents, SAD

biotehnologiji

agar za upotrebu u Liofilchem, Italija
biotehnologiji

kvascev ekstrakt za upotrebu u Liofilchem, Italija
biotehnologiji

sumporna kiselina 96 % Merck, Njemacka

Hrvatski zavod za

demineralizirana voda p.a. transfuzijsku medicinu,
Hrvatska

glukoza monohidrat 99+ % Sigma- Aldrich, SAD

D - (+) - Ksiloza 99+ % Acros Organics, SAD

L - (+) -Arabinoza 99+ % Acros Organics, SAD

3.1.4. Hranjive podloge
Ciste kulture kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora

passalidarum CBS 10155 odrzavane su na ¢vrstim agar YPD hranjivim podlogama u
Petrijevim zdjelicama. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma i biotehnoloske uzgoje je
YPD tekuca podloga standardnog sastava. YPD podloga sastoji se od kvascevog
ekstrakta, peptona i glukoze u omjeru 1:2:2. Za uzgoj mikroorganizama koristili su se
tekuc¢i hidrolizati dobiveni prethodnom kiselinskom predobradom lignocelulozne
sirovine u visokotlacnom reaktoru vlastite izvedbe Laboratorija za biokemijsko
inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju 1 tehnologiju piva 1 slada. Odabrani su
hidrolizati s najvi§im koncentracijama ugljikohidrata, a takvi su postignuti pri sljede¢im
temperaturama i vremenima zadrzavanja: 160 °C/5 minuta, 180 °C/5 minuta, 180 °C/10
minuta, 200 °C/1 minuta i 200 °C/5 minuta. Sastavi navedenih podloga prikazani su u

tablicama 4 i 5.
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Tablica 4. Sastav tekuce i ¢vrste YPD podloge

komponenta podloge tekuca YPD podloga Cvrsta YPD podloga
glukoza (g L ™) 20 20
pepton (g L) 20 20
kvaséev ekstrakt (g L) 10 10
agar (g L) - 20

Tablica 5. Sastav hidrolizata dobivenih kiselinskom predobradom koji su koristeni kao

hranjiva podloga za uzgoj kvasaca iz roda Spathaspora

Hidrolizat Wolukan (%) Wksilan (%) Warabinan (%) Woctena
(temperatura/vrijeme) kiselina (%0)
160 °C/5 min 7,87 13,73 76,96 11
180 °C/5 min 6,6 13,55 78.3 1,21
180 °C/10 min 2,2 9,6 86,37 1,37
200 °C/1 min 5,54 16,5 76,64 0,87
200 °C/5 min 5,31 15,57 77,20 1,44

3.1.5. Aparatura i pribor
Visokotlaéni reaktor

Za predobradu lignocelulozne sirovine koristen je sustav (slika 3) koji se sastoji
od: reaktorske posude za zagrijavanje termic¢kog ulja koja sadrzi 3 elektri¢na grijaca
snage 1,0 kW; sustava cijevi te plasta kojim se zagrijava reaktorska posuda za
predobradu sirovine; reaktorske posude za predobradu sirovine; perforirane koSare od
nehrdajuceg Celika volumena 20 L koja sluzi za prihvat sirovine; pumpe; ventila za
ispustanje tekuceg dijela; kontrolne jedinice za uspostavljanje parametara procesa te
zastitne jedinice. Ukljucivanjem sustava pokrece se rad pumpe uz pomo¢ koje ulje
cirkulira kroz sustav i zagrijava reaktor za predobradu sirovine. Sustav se nadzire
mjerenjem temperature ulja, temperature i tlaka u reaktoru za predobradu te
temperature vodene pare nastale tijekom zagrijavanja. Pri zavrSetku procesa, tlak u
reaktoru se izjednacava s atmosferskim pomocu ventila koji se nalazi s gornje strane
reaktora. Nakon toga, tekuci dio nastao predobradom ispusta se pomocu ventila koji se
nalazi na dnu reaktora za predobradu. Kruti dio zaostaje u perforiranoj koSari unutar

reaktora koja se naknadno izuzima.
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Slika 3. Visokotla¢ni bioreaktor (1 - kontrolna jedinica; 2 - posuda s grija¢ima i
termickim uljem; 3 - pumpa, 4 - reaktor za predobradu sirovine; 5 - ventil za ispustanje
tekuceg dijela; 6 - zastitna jedinica) (Vrdoljak, 2019)

Uredaj za teku¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity I, Santa Clara, SAD), sastoji se od pumpe (G7104A 1290
Flexible Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i peénice, predkolone,
analiticke kolone 150x7,8 (Rezex ROA- Organic Acid H+, Phenomenex), detektora
indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za kromatografiju
(OpenLAB CDS).

Ostala oprema i programi

- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija)

- laboratorijska tresilica Certomat RM B.Braun Biotech International (Njemacka)

- centrifuga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- centrifuga SL 8R (ThermoScientic, Waltham, MA, SAD)

- magnetna mijeSalica Cimarec ITM Poly15 (ThermoScientic, Waltham, MA, SAD)
- termostat Instrumentaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

- susionik Instrumentaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

21



- oprema za filtraciju otopina: najlonski filter (0,20 pm, 47 mm; Sartorius Stedim
Biotech GMBH, Goettingen, Njemacka)

- UV/VIS spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD) s raCunalnim programom SimpleReads

- hladnjak i zamrzivac¢ (Bosch, Njemacka)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odredivanje sastava pocetne sirovine za kiselinsku predobradu u visokotlaénom
reaktoru

Sastav  izluzenih rezanaca SeCerne repe odreden je tekucinskom
kromatografijom ultra visoke djelotvornosti nakon postupka dvostupanjske kiselinske

hidrolize prema Mardetko i sur. (2018), opisano u poglavlju 3.3. Analiticke metode.

3.2.2. Predobrada lignocelulozne sirovine

Predobrada sirovine koriStene u ovom diplomskom radu provodi se prema
metodi Mardetko i sur. (2018). Masa sirovine koriStene u postupku predobrade je 1000
g suhe tvari izluZenih rezanaca Secerne repe. Obzirom da je udio suhe tvari U rezancima
repe 92 %, prilikom vaganja masa sirovine iznosi 1080 g. Za kiselinsku predobradu
sirovine potrebno je pripremiti 0,5 %-tnu otopinu H2SOa, volumena 10 L. Izvagana
masa sirovine prenosi se u reaktor za predobradu, u kojeg je prethodno postavljena
perforirana kosara od nehrdajuceg Celika. Nakon toga, u sustav se uvodi 10 L otopine
H>SO04. Kiselinski predtretmani provode se pri tri razlicite temperature (160 °C, 180 °C
i 200 °C) te kroz tri razli¢ita perioda zadrzavanja (1, 5 i 10 minuta) na postignutoj
zeljenoj temperaturi. Parametri procesa predobrade prate se preko kontrolne jedinice.
Prilikom zavrSetka tretmana, najprije se pristupa izjednaCavanju tlaka u reaktoru s
atmosferskim tlakom. Nakon toga, izuzimaju se tekuca i Cvrsta faza koje odlaze na

daljnje analize.

3.2.3. Priprema hranjivih podloga
Kvasci Spathaspora sp., koristeni u ovom radu, ¢uvani su na ¢vrstim hranjivim

podlogama u Petrijevim zdjelicama koje su pripremljene na nacin da se u prethodno
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odredeni volumen demineralizirane vode dodaje izraCunata i odvagana masa YPD
podloge (50 g L™) i agra (20 g L™). Hranjiva podloga se sterilizira u autoklavu pri 121
°C kroz 20 minuta, zatim prelije u Petrijeve zdjelice, osiguravaju¢i pritom sterilne
uvjete. Na ohladenu podlogu su pomocu mikrobioloske uSice nacijepljene zeljene

kulture kvasca.

Podloge za uzgoj inokuluma

Podloge za uzgoj inokuluma pripremljene su tako da se u odredeni volumen
demineralizirane vode dodaje prethodno izvagana masa YPD podloge (50 g L.
Volumen podloge prebacen je u staklene epruvete, tako da svaka epruveta sadrzi po 10
mL podloge. Epruvete se zajedno s podlogama autoklaviraju na 121 °C kroz 20 minuta
te tako sterilne sluze za uzgoj inokuluma koji se kasnije koristi za uzgoj u vecem

mijerilu.

Podloge za uzgoj uzgoj kvasaca Spathaspora sp.

Za uzgoj kvasaca Spathaspora sp. u Erlenmeyerovim tikvicama koristena je
YPD podloga. U 250 mL demineralizirane vode dodaje se ve¢ izracunata YPD podloga
(50 g LY. Tako pripremljena podloga sterilizirana je u autoklavu na 121 °C kroz 20

minuta.

Osim standardne YPD podloge, uzgoj kvasaca provodio se u YP (yeast extract peptone)
podlozi korisnog volumena 200 mL, kojoj su dodane glukoza, ksiloza i arabinoza kao
izvor ugljika u koncentraciji od 4, 9 i 11 g L za pojedini monosaharid. Tako
pripremljene hranjive podloge sterilizirane su u autoklavu na 121 °C kroz 20 minuta.

Za uzgoj kvasaca na hidrolizatima koriStene su Erlenemeyerove tikvice korisnog
volumena 200 mL. Hranjivu podlogu C¢inile su odabrane tekuce faze nastale
kiselinskom predobradom lignocelulozne sirovine kojima je analizom utvrden najveci
udio monosaharida. Kao izvor dusika koriStena je kukuruzna mocevina (CSL) (20 g L~
1. U hranjivu podlogu takoder su dodani diamonij fosfat (DAP) i diamonij sulfat (DAS)
u koncentraciji 0,5 g L. Tako pripremljene hranjive podloge sterilizirane su u

autoklavu na 121 °C kroz 20 minuta.
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3.2.4. Uzgoj kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora
passalidarum CBS 10155

Uzgoj kvasaca na teku¢im YPD podlogama (u Erlenmeyerovim tikvicama
korisnog volumena 250 mL) zapocinje inokuliranjem s 5 %-tnim inokulumom Koji je
uzgojen u epruvetama s teku¢om YPD podlogom pri 28 °C u periodu od 18h. Uzgoj u
Erlenmeyerovim tikvicama provodio se u aerobnim uvjetima, na magnetnoj mijeSalici
(n=200 minY), pri razli¢itim temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C i 50 °C). Uzorci za
analizu izuzimali su se u redovitim vremenskim intervalima kroz ukupno 26 h trajanja
bioprocesa. Pritom se uzorcima spektrofotometrijski odredivala opticka gustoca te
gravimetrijski koncentracija biomase kvasca. UPLC analizom odredene su

koncentracije ugljikohidrata i produkata fermentacije.

Uzgoj kvasaca na teku¢im YP podlogama s dodatkom glukoze, ksiloze i
arabinoze te hranjive podloge koje ¢ine hidrolizati lignocelulozne sirovine nakon
kiselinskog predtretmana zapoc€inje inokuliranjem s 5 %-tnim inokulumom koji je
uzgojen u epruvetama s teku¢om YPD podlogom pri 28 °C u peirodu od 18h. Korisni
volumen Erlenmeyerovih tikvica za uzgoj iznosio je 200 mL. Uzgoj se provodio na
laboratorijskoj tresilici (n=200 min™), te su se uzorci izuzimali u odredenim
vremenskim intervalima kroz ukupno 26 h trajanja bioprocesa. Pritom se uzorcima
spektrofotometrijski odredivala opti¢ka gustoc¢a i gravimetrijski koncentracija biomase
kvasca. UPLC analizom odredene su koncentracije ugljikohidrata i produkata

fermentacije.

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje suhe tvari u lignoceluloznoj sirovini
Uzorak prethodno usitnjenih izluZenih rezanaca Secerne repe izvagan je i osusen
na 100 °C do konstantne mase. Uzorak je nakon susenja izvagan te je prema navedenoj

jednadzbi odreden udio suhe tvari:

m (poslije susenja)

w (suhe tvari)= * 100[%] [1]

m (prije susenja)

Uzorci izluzenih rezanaca Secerne repe prije i nakon kiselinske predobrade
podvrgnuti su metodi dvostupanjske kiselinske hidrolize kako bi se utvrdila
koncentracija prisutnih monosaharida te udio topivog i netopivog lignina. U epruvetu
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se dodaje 0,4 g uzorka te 4 mL 72 %- ne H2SOa4. Sadrzaj epruvete izmijesa se staklenim
Stapi¢em kako bi sav uzorak bio u kontaktu s kiselinom. Nakon inkubacije uzorka na
30 °C kroz jedan sat, sadrzaj epruvete kvantitativno se prebaci u okruglu tikvicu s
ravnim dnom. Dodaje se 112 mL demineralizirane vode te se sadrzaj tikvice kuha 4
sata uz povratno hladilo, uz povremena mijeSanja sustava. Nakon kuhanja, sadrzaj
tikvice se hladi i filtrira pomoc¢u Biichnerovog lijevka kroz celulozni filter papir. Filtrat
kulture izdvaja se za odredivanje udjela topivog lignina i ukupnih furana
spektrofotometrijom te koncentracije Secera koristeéi tekuc¢insku kromatografiju ultra
visoke djelotvornosti. Zaostali kruti dio prebacuje se zajedno s filter papirom na

Petrijevu zdjelicu za suSenje kako bi se odredio udio netopivog lignina.

3.3.2. Odredivanje udjela topivog lignina

Uzorak tekuce faze nakon kiselinske predobrade lignocelulozne sirovine te
alikvot izuzet iz permeata filtracije nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize uzeti su
kako bi se spektrofotometarski odredio udio topivog lignina. Uredaj koriSten za

navedenu metodu je spektrofotometar "Cary 100, UV-VIS; AgilentTechnologies".

Uzorak je pomocu demineralizirane vode pripremljen do odgovarajuceg
razrjedenja kako bi vrijednost apsorbancije bila u linearnom podru¢ju (izmedu 0,7 1 1).
Uzorak je snimljen pri valnoj duljini od 205 nm u tri paralele. Udio lignina topivog u

kiselini (LTK) racuna se prema jednadzbi:

LTK= &2V [2]

axbxm

A- apsorbancija uzorka na valnoj duljini od 205 nm
D- faktor razrjedenja

V- volumen filtrata

a- konstanta, iznosi 110 g L* cm™

b- Sirina kivete, iznosi 1 cm

m- masa uzorka uzetog za analizu (g)

3.3.3. Odredivanje udjela netopivog lignina
Kruta faza zaostala nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize najprije je isprana
demineraliziranom vodom te je kvantitativno prenesena na prethodno osusSeni i

izvagani filtar papir. Tako pripremljeni uzorak susen je na temperaturi od 105 °C u
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periodu od 24 sata. Nakon suSenja, uzorak je zajedno s filtar papirom izvagan. Udio
netopivog lignina (LNTK) zaostao nakon dvostupanjske kiselinske hidrolize ra¢una se

prema jednadzbi:

LNTK= m(osuseni filter s talogom)— m(flitera) [3]

m (uzorka Cvrste faze uzetog u analizu)

3.3.4. Odredivanje ukupnih furana

Iz tekuce faze nakon kiselinske predobrade sirovine i iz tekuée faze nakon
dvostupanjske kiselinske hidrolize, izuzet je alikvot (9 uL) te je razrijeden tisu¢u puta
demineraliziranom vodom (9 mL). Tako pripremljeni uzorak snimljen je
spektrofotometrijski na valnoj duljini od 284 nm i 320 nm. Razlika dviju izmjerenih
vrijednosti uvrStena je u jednadzbu bazdarnog pravca kako bi se izracunala
koncentracija ukupnih furana:

y (furani)= 2,469 *AA + 0,0158*R? [4]

3.3.5. Odredivanje opticke gustoce uzorka

Opticka gustota uzoraka izuzetih tijekom uzgoja kvasaca Spathaspora
arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u YPD podlogama, u
YP podlogama s odredenim koncentracijama glukoze, ksiloze i arabinoze, te u teku¢im
hidrolizatima nastalih kiselinskom predobradom sirovine, odredivana je na UV-VIS
spektrofotometru (Carry 100, Agilent Technologies, SAD) pri valnoj duljini svjetlosti
od 600 nm. Prilikom odredivanja opticke gustoCe pripremljena su odgovarajuca

decimalna razrjedenja pojedinog uzorka.

3.3.6. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kvasca

Odredeni volumen uzoraka izuzet je iz hranjive podloge i prenesen u prethodno
izvagane plasticne kivete za centrifugiranje (Nalgene Nunc, SAD). Uzorci su
centrifugirani u centrifugi SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD) pri
broju okretaja od 6000 min™ u trajanju od 5 minuta. Dobiveni supernatanti uvani su
za daljnju UPLC analizu dok se odcentrifugirana biomasa odnosila u susionik podeSen
na 105 °C. Uzorak se zajedno s kivetom suSio do konstantne mase, zatim vagao te se

prema dobivenim rezultatima racunala masena koncentracija biomase kvasca X (g L

1):
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x = Dok g -1y [5]

VU.Z

Mok- masa osusene kivete s biomasom (g)
Mpk- Masa prazne kivete (g)

Vuz- volumen uzorka (L)

3.3.7. Priprema i analiza uzoraka teku¢inskom kromatografijom ultra visoke
djelotvornosti (UPLC)

Uzorci izuzimani iz hranjivih podloga tijekom provedenih uzgoja pripremljeni
su za analizu na UPLC-u tako da je 750 pL supernatanta otpipetirano u Eppendorf
Kivetu te je u kivetu dodano 750 pL ZnSO4 (y=100 g L™). Sadrzaj kivete zatim je
vorteksiran i ostavljen na ¢ekanje 10 minuta. Nakon isteka vremena, uzorak se postavlja
za centrifugiranje na centrifugi Tehtnica (Zelezniki, Slovenija) u trajanju od 15 min
(n=10 000 mint) kako bi se proteini prisutni u uzorku istalozili. Alikvot supernatanta
izuzet nakon centrifugiranja razrijeden je s destiliranom vodom u omjeru 1:1. Sadrzaj
je homogeniziran i profiltriran kroz filter za $pricu s veli¢inom pora 0,22 m (LLG-
Syringe filters SPHEROS, LLG Labware).

Tako pripremljeni uzorci koriste se za UPLC analizu kako bi se odredila koncentracija
supstrata 1 produkata pri sljede¢im uvjetima:

- protok mobilne faze: 0,6 mL min'

- temperatura peénice: 60 °C

- analiticka kolona Rezex ROA- Organic Acid H+ (8 %) UPLC Column 15 x 4,6 mm
s odgovaraju¢om predkolonom

- detektor indeksa loma (Refractive Index Detector)

- volumen injektiranja: 10 L

Rezultati dobiveni kromatografskom analizom obradeni su u ra¢unalnom programu za

kromatografiju OpenLAB CDS.

3.4. Odredivanje parametara uspjesnosti bioprocesa
3.4.1. Prinos biomase (Yx)

Yy =X-X; [gL7] [6]
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Xo - podetna koncentracija biomase [g L™

X - konaéna koncentracija biomase [g L]

3.4.2. Prinos produkta (YP)
Yp=P-Py [gL7"] [7]

Po - pocetna koncentracija produkta [g L™]

P - kona¢na koncentracija produkta[g L]

3.4.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yx/s)

XXy AX Yy

Yx) = Gos) a5 as 878 [8]

So, Xo - podetne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],
S, X - kona¢ne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L™],

(Mari¢ i Santek, 2009).

3.4.4. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Yeys)

_ (P-Py)_AP_Yp
Yo = 5os a5 as (8/8] [9]

So, Po - pocetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™],
S, P - kona¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],

(Mari¢ i Santek, 2009).

3.4.5. Brzina potros$nje supstrata (gic)
Ln(S)=rs-t+b [10]

3.4.6. Brzina nastajanja produkta (rp)
Ln(P)=1,-t+b [11]

Gdje P moze bit etanol (EtOH), ksilitol ili arabitol

3.4.7. Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase (xm)
Ln(X)=p, -t+b [12]
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3.4.8. Produktivnost (Pr)
Yx ili Yp
fy

Pr= [gL™t A1 [13]

Yx - prinos biomase [g L]
Ye- prinos produkta [g L]

tu- ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je kiselinska predobrada lignocelulozne sirovine
izluzenih rezanaca Secerene repe u viokotlaénom reaktoru u rasponu temperatura od
160 °C do 200 °C i vremenima zadrzavanja od 1 do 10 minuta. Nakon predobrade
dobiveni tekuci dio (hidrolizat izluzenih rezanaca Secerne repe) koristio Se za uzgoj ne-
Saccharomyces kvasaca Spathaspora arborarie CBS 11463 i Spathaspora
passalidarum CBS 10155 kako bi se utvrdila moguénost rasta ovih kvasaca na
hidrolizatima izluZenih rezanaca Secerne repe i mogucénost proizvodnje etanola i drugih
metabolita (Cadete i sur., 2017). Naime, izluZeni rezanci Seerne repe bogati su
pektinom koji u svom sastavu sadrzi arabinozu koja moze posluziti kao dobar izvor za
proizvodnju Secernih alkohola ksilitola i arabitola u aerobnim uvjetima. Navedeni
kvasci izabrani su kao dobri proizvodaci arabitola izmedu 16 razli¢itih vrsta ne-
Sccharomyces kvasaca (Loncar, 2019; Mrak, 2019). Nadalje, osim uzgoja na
hidrolizatima, provedeni su uzgoji kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i
Spathaspora passalidarum CBS 10155 na YPD podlogama pri razli¢itim
temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C i 50 °C) kako bi se utvrdila optimalna temperatura
za rast. Usporedujuci parametre uspjesnosti procesa odredila se optimalna temperatura
koja je koriStena za gore navedene uzgoje kvasaca na hidrolizatima.

Rezultati provedenih istraZivanja podijeljeni su u sljedeca poglavlja:
a) Kiselinska predobrada izluzenih rezanaca SeCerne repe u visokotlaénom
reaktoru pri razli¢itim temperaturama i vremenima zadrZavanja

Q) Kiselinska predobrada izluZenih rezanaca Secerne repe pri temperaturi

od 160 °C i vremenima zadrzavanja od 1 do 10 minuta

(i) Kiselinska predobrada izluzenih rezanaca Secerne repe pri temperaturi

od 180 °C i vremenima zadrzavanja od 5 do 10 minuta

(iif)  Kiselinska predobrada izluzenih rezanaca Secerne repe pri temperaturi

od 200 °C i vremenima zadrzavanja od 1 do 10 minuta
b) Uzgoj ne-Saccharomyces kvasaca na YPD podlogama pri razli¢itim
temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C i 50 °C)
¢) Uzgoj ne-Saccharomyces kvasaca u modelnim podlogama i na hidrolizatu
izluzenih rezanaca, na optimalnoj temperaturi od 30 °C, u mikroaerofilnim

uvjetima s ciljem proizvodnje etanola i Se¢ernih alkohola
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4.1. KISELINSKA PREDOBRADA IZLUZENIH REZANACA SECERNE REPE U
VISOKOTLACNOM REAKTORU PRI RAZLICITIM TEMPERATURAMA |
VREMENIMA ZADRZAVANJA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati predtretmana izluzenih rezanaca
SeCerne repe s 0,5 %-tnom sumpornom kiselinom na razli¢itim temperaturama i
vremenima zadrzavanja u visokotolacnom reaktoru. Cilj predobrade bio je odredivanje
optimalnih parametara u svrhu dobivanja Sto vecih prinosa fermentabilnih Secera s
ujedno Sto manje nusprodukata s potencijalno inhibitornim ucincima. Rezultati su

prikazani na slikama 4-9.

40 -
. 35 arabinoza
% arabinoza
1= 30 A arabinoza
()
S 25
IS
< 20 -
3
< 15 -
S
10 - .
0 ksiloza ksiloza ksiloza
5 7 Tuko
0 .
160 °C/1 minuta 160 °C/5 minuta 160 °C/10 minuta

Slika 4. Prikaz mase glukoze, ksiloze i arabinoze u hidrolizatu lignocelulozne sirovine
1zluZenih rezanaca Secerne repe nakon kiselinskog predtretmana na temperaturi od 160

°C pri 1 minuti, 5 minuta i 10 minuta vremenskog zadrzavanja
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Slika 5. Prikaz mase glukoze, ksiloze i arabinoze u hidrolizatu ligncelulozne sirovine
izluzenih rezanaca Secerne repe nakon kiselinskog predtretmana na temperaturi od 180

°C pri 5 minuta i 10 minuta vremenskog zadrZavanja
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Slika 6. Prikaz mase glukoze, ksiloze i arabinoze u hidrolizatu lignocelulozne sirovine
izluZenih rezanaca Secerne repe nakon kiselinskog predtretmana na temperaturi od 200

°C pri 1 minuti, 5 minuta i 10 minuta vremenskog zadrzavanja
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Slika 7. Prikaz mase octene kiseline i furfurala te 5-hidroksimetilfurfurala u hidrolizatu
lignocelulozne sirovine izluZzenih rezanaca SecCerne repe nakon kiselinskog

predtretmana na temperaturi od 160 °C pri 1 minuti, 5 minuta i 10 minuta vremenskog

zadrzavanja
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Slika 8. Prikaz mase octene kiseline i furfurala te 5-hidroksimetilfurfurala u hidrolizatu
lignocelulozne sirovine izluzenih rezanaca Seferne repe nakon kiselinskog
predtretmana na temperaturi od 180 °C pri 5 minuta i 10 minuta vremenskog

zadrZavanja
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Slika 9. Prikaz mase octene kiseline i furfurala te 5-hidroksimetilfurfurala u hidrolizatu
lignocelulozne sirovine izluZzenih rezanaca SecCerne repe nakon kiselinskog
predtretmana na temperaturi od 200 °C pri 1 minuti, 5 minuta i 10 minuta vremenskog

zadrzavanja

Pri temperaturi od 160 °C kod tretmana izluZenih rezanaca u visokotlatnom
reaktoru najveci prinos arabinoze i glukoze je bio u hidrolizatu s vremenom zadrzavanja
od 5 minuta (33,62 g arabinoze i 1,19 g glukoze u volumenu tekuce faze od 3,5 L).
Najveci prinos ksiloze zabiljezen je pri vremenskom zadrzavanju od 1 minute i istoj
temperaturi: 6,07 g ksiloze u 3,8 L tekuce faze. Pri temperaturi od 180 °C najveci
prinosi ugljikohidrata iznosili su: 38,61 g arabinoze pri vremenskom zadrzavanju od 10
minuta u 3,4 L tekuceg hidrolizata, dok su koncentracije ksiloze i glukoze bile veée pri
vremenskom zadrzavanju od 5 minuta i to 6,19 g ksiloze i 1,08 g glukoze u 3,83 L
tekuceg hidrolizata. Pritom je potrebno napomenuti kako rezultati predobrade pri 180
°C 1 1 minuti zadrZavanja nisu prikazani uslijed greSaka prilikom analiziranja uzoraka.
Predobrada sirovine na 200 °C generirala je najviSe koncentracije fermentabilnih Secera
pri vremenu zadrzavanja od 1 minute (44 g arabinoze, 9,52 g ksiloze i 1,1 g glukoze u
3,7 L tekuceg hidrolizata). Pri duljim vremenima zadrzavanja (5 i 10 minuta) dolazi do
znacajnog smanjenja koli¢ine topive arabinoze $to ukazuje na mogucu termolabilnost
ovoga Secera. Visoka topivost arabinoze iz pulpe Secerne repe pri temperaturama od
150 °C do 175 °C ve¢ je dokazana u ranijim istrazivanjima (Madhavan i sur., 2012).

Madhavan i sur. (2012) istrazivali su efekt predtretmana razrijedene kiseline izluzenih

34



rezanaca Secerne repe te SU dosli do saznanja kako s povecanjem intenziteta, 0Sim
povecanja topivosti komponenti u tekucoj fazi hidrolizata, dolazi do znantnih gubitaka
u masi uzorka, a takvi rezultati su potvrdeni i u ovom radu (vidljivo iz grafa prikaza
kemijskog predtretmana na 200 °C). Najvjerojatnije do ovakvih gubitaka dolazi uslijed
kemijske degradacije ugljikohidrata (Millard-ove reakcije) i formiranja hlapivih
spojeva. Millard-ove reakcije su reakcije neenzimskog posmedivanja koje se odvijaju
izmedu slobodne amino skupine i karbonilnog spoja prilikom ¢ega kao produkti nastaju
smedi pigmenti melanoidi (Grgi¢, 2011). Naime, nakon predtretmana pri viSim
temperaturama i duzim vremenima zadrzavanja (200 °C/10 minuta i 180 °C/10 minuta)
dolazi do izrazitog mijenjanja boje podloge u tamno smedu i podloga dobiva specifi¢nu
aromu karamele $to su takoder potvrdili Madhavan i sur. (2012). Osim generiranja
fermentabilnih Secera, u procesu kiselinskog predtretmana postoji moguénost
formiranja nezeljenih spojeva koji mogu negativno utjecati na proces fermentacije s
pomocu kvasca koji slijedi nakon predtretmana. Octena kiselina, furfural, 5-
hidroksimetilfurfural i mravlja Kiselina su spojevi koji mogu negativno utjecati na
proces, Cija proizvodnja je detektirana u ovom postupku kiselinskog predtretmana, a
pritom su zabiljezene znatnije koli¢ine proizvedene octene kiseline u usporedbi s
furanima i HMF-om. Najvisi prinos octene kiseline zabiljeZen je na temperaturi od 200
°C pri vremenskom zadrzavanju od 5 minuta (0,56 g u 3,4 L tekuceg hidrolizata) i na
temperaturi od 180 °C pri vremenu zadrzavanja 10 minuta (0,55 g u 3,6 L tekuceg
hidrolizata). Prinosi octene kiseline bili su bitno veéi od prinosa furana i HMF-a ¢ije su
najvece koncentracije zabiljezene na temperaturama 160 °C i 10 minuta zadrzavanja
(0,06 g u 3,6 L hidrolizata).

35



4.2. UZGOJ KVASACA Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora
passalidarum CBS 10155 NA YPD PODLOZI PRI RAZLICITIM
TEMPERATURAMA (20 °C, 30 °C, 40 °C 150 °C) U MIKROAEROFILNIM
UVIETIMA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja ne-Saccharomyces kvasaca
Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 na
kemijski definiranoj podlozi (YPD) pri razli¢itim temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C
i 50 °C) te u mikroaerofilnim uvjetima. Cilj ovog istraZivanja bio je odrediti optimalnu
temperaturu za rast i sintezu etanola te ostalih alkoholnih $ecera kao S$to su ksilitol i

arabitol.

Prikaz promjene koncentracije supstrata i dobivenih produkata nakon Sarznih
uzgoja kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum
10155 prikazani su na slikama 10 i 11.

Nakon provedenih uzgoja izracunali su se neki od pokazatelja uspjesnosti

Sarznih uzgoja te su rezultati prikazani u tablicama 61 7.
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Slika 10. Promjena koncentracije supstrata, ODsoo Vrijednosti i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Spathaspora arborariae CBS 11463 u mikroaerofilnim uvjetima
na YPD podlozi pri razli¢itim temperaturama: 20 °C (a), 30 °C (b), 40 °C (c) i 50 °C
(d)
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Tablica 6. Pokazatelji uspjesnosti Sarznih uzgoja kvasca Spathaspora arborariae CBS

11463 u mikroaerofilnim uvjetima, u YPD podlozi, pri razli¢itim temperaturama uzgoja

Parametar Temperatura uzgoja
20°C 30°C 40 °C 50°C

Yetanois (g g0 0,32 0,29 - -

Ygliceralis (9 g%) 0,011 0,003 - -

Y arabitoiis (g g71) 0,037 0,05 - -
Pretanol (9 L h't) 0,27 0,24 - -
Prgicerol (g L™ ) 0,008 0,02 - -
Prarapitol (g L h1) 0,003 0,03 -
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Slika 11. Promjena koncentracije supstrata, ODsoo Vrijednosti i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 u mikroaerofilnim
uvjetima na YPD podlozi pri razli¢itim temperaturama: 20 °C (a), 30 °C (b), 40 °C (c)
i 50 °C (d)
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Tablica 7. Pokazatelji uspjeSnosti Sarznih uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum

CBS 10155 u mikroaerofilnim uvjetima, u YPD podlozi, pri razli¢itim temperaturama

Parametar Temperatura uzgoja
20°C 30°C 40 °C 50°C
Yetanoiis (g g4) 0,36 0,32
Y gliceralrs (9 g%) 0,009 0,004
Y arabitol's (g %) 0,008 0,022
Pretanol (9 L h't) 0,31 0,27
Pryicerol (g L™ h'2) 0,007 0,003
Praravitol (g L %) 0,006 0,02

Iz dobivenih rezultata uzgoja kvasaca pri razli¢itim temeperaturama odmah je
uocljivo kako kvasci Sp. arborariae CBS 11463 i Sp. passalidarum CBS 10155 nisu
termofilni kvasci, odnosno ne biljeze rast pri temperaturama 40 °C i 50 °C. Rast i
proizvodnja metabolita zabiljezena je prilikom uzgoja na temperaturama 20 °C i 30 °C.
Za kvasac Sp. passalidarum CBS 10155 ovakav rezultat ne iznenaduje obzirom da je
izoliran iz organizma kukca koji je hladnokrvna Zivotnja. Kod svih provedenih uzgoja
vidljivo je kako se radi o kvascima s produljenom fazom prilagodavanja na podlogu,
lag fazom, obzirom da ulazak u eksponencijalni rast kvasci biljeze tek nakon 8. sata od
inokulacije podloge. Uzgoj Sp. arborariae CBS 11463 na temperaturi od 20 °C
pokazuje bolje rezultate koeficijenta konverzije glukoze u etanol (Y etanors=0,32 g g%) i
glicerol (Ygiicerors=0,011 g g) nego 3to ih pokazuje uzgoj na temperaturi od 30 °C
(Yetanolis=0,29 g g%, Yglicerons=0,003 g g1). Medutim, koeficijent konverzije arabitola
pokazao se boljim kod uzgoja na visoj temperaturi i iznosi Yamabiovs= 0,05 g g
Produktivnost etanola biljezi visu vrijednost kod uzgoja na 20 °C (Pretanoi=0,27 g L™ hr
1), dok su produktivnost za glicerol i arabitol uspjesnije kod uzgoja na temperaturi 30
°C (Prgiicero=0,02 g L™ ™}, Prarabito=0,03 g L™* h'). Kod uzgoja kvasca Sp. passalidarum
CBS 10155 koeficijenti konverzije produkata etanola i glicerola takoder pokazuju vece
vrijednosti kod uzgoja na 20 °C (Yetanous= 0,36 g g%; Ygiicerors=0,009 g g*) nego li na
30 °C (Yetanois= 0,32 g g%; Ygiicerors=0,004 g g 1), dok je koeficijent konverzije supstrata
u arabitol bolji na temperaturi 30 °C (Y aravitovs= 0,022 g g'!). Postignute produktivnosti
takoder pokazuju kako je za etanol i1 glicerol uspjesnija radna temperatura na 20 °C
(Pretanoi=0,31 g Lt h' Pryiicera=0,007 g Lt h't), dok je produktivnost arabitola bolja pri
30 °C (Prarabitor=0,02 g Lt h'h).
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Uslijed minimalnih razlika koje pokazuju vrijednosti konverzije supstrata u
etanol pri uzgojima oba kvasca na 20 °C i 30 °C, koeficijenta konverzije supstrata u
arabitol koji se pokazao uspjesnijim za temperaturu 30 °C, upravo je temperatura 30 °C
odabrana kao optimalna te se primjenila kod uzgoja oba kvasca na modelnim YP

podlogama te hidrolizatima lignocelulozne sirovine izluZenih rezanaca Secerne repe.

4.3. UZGOJ NE-Saccharomyces KVASACA U MODELNIM PODLOGAMA | NA
HIDROLIZATU IZLUZENIH SECERNIH REZANACA S CILJEM PROIZVODNIJE
KSILITOLA | ARABITOLA

U ovom su poglavlju prikazani uzgoji kvasaca Spathaspora arborariae CBS
11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u modelnoj YP podlozi (poglavlje
4.3.1.) i na hidrolizatima dobivenim nakon Kiselinske predobrade izluzenih rezanaca
Secerne repe u visokotlaénom reaktoru (poglavlje 4.3.2.) , na optimalnoj temperaturi

uzgoja 30 °C i u mikroaerofilnim uvjetima uzgoja.

4.3.1. Uzgoj kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum
CBS 10155 u modelnoj YP podlozi

Kako bi se mogli odrediti procesni parametri za potro$nju supstrata,
proizvodnju biomase i produkata fermentacije provedeni su uzgoji ova dva ne-
Saccharomyces kvasca u modelnoj podlozi koja se sastoji od ugljikohidrata prisutnih u
hidrolizatima izluzenih rezanaca SecCerne repe. Navedeni ugljikohidrati su glukoza u
koncentraciji 4 g L?, ksiloza 9 g L i arabinoza 11 g L? (slika 12). Ostali sastojci
(kvascev ekstrakt i pepton) odgovaraju vrijednostima prisutim u standardnoj YPD
podlozi. Tijek procesa prikazan je na slici 12, dok su parametri uspjesnosti procesa

prikazani u tablici 8.
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—O— glukoza ~ —+— ksiloza —i+— glukoza  —+— ksiloza
—2— arabinoza —O— etanol —~A— arabinoza —O— etanol
----0---- OD600 ----0---- OD600

Slika 12. Promjena koncentracije supstrata, ODsoo Vrijednosti i produkata tijekom
uzgoja kvasca Spathaspora arborariae CBS 11463 (a) i Spathaspora passalidarum

CBS 10155 (b) u mikroaerofilnim uvjetima na modelnoj YP podlozi pri 30 °C

Tablica 8. Odredeni pokazatelji uspjeS$nosti Sarznih uzgoja kvasaca Spathaspora
arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u mikroaerofilnim

uvjetima na modelnoj YP podlozi pri 30 °C

Parametri Sp. aroborariae CBS  Sp. passalidarum
11463 CBS 10155
Yetanol's (9 g2) 0,327 0,416
Y arabitol/s (g g%) - -
Pretanol (g L™ h1) 0,28 0,363
Prarabitol (g L™t h?) - -

1z grafickih prikaza sa slike 12 jasno je vidljivo redoslijedno trosenje supstrata
iz podloge, tj. katabolicka represija izvorom ugljika kada se kvasac Spathaspora
arorariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 uzgajaju u modelnim
YP podlogama u kojoj se istovremeno nalaze glukoza, ksiloza i arabinoza. Pritom
kvasac sintetizira etanol kao primarni metabolit dok proizvodnja arabitola, odnosno
ksilitola nije zabiljezena. IzraCunom odredenih pokazatelja uspjeSnosti procesa

pokazalo se kako kvasac Sp. passalidarum CBS 10155 ostvaruje vece koeficijente
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konverzije supstrata u etanol (Yetanous= 0,416 g g1) i produktivnosti etanola (Pretano=
0,363 g L h'!) nego $to ih ostvaruje Sp. arborariae CBS 11463 za kojeg vrijedi
koeficijent konverzije supstrata u etanol Yewnoss= 0,327 g g i produktivnost
proizvodnje etanola Pretanoi= 0,28 g L h'.

4.3.2. Uzgoj kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum
CBS 10155 na hidrolizatima izluzenih rezanaca Secerne repe

Za odredivanje procesnih parametara potroSnje supstrata, proizvodnju biomase
I produkata fermentacije provedeni su uzgoji ova dva ne-Saccharomyces kvasca na
hidrolizatima dobivenim kiselinskom predobradom izluzenih rezanaca Secerne repe u
visokotlatnom reaktoru. Uzgoji kvasaca na hidrolizatima prikazani su na slikama 13 i

14, dok su neki od parametara uspjeSnosti procesa prikazani u tablicama 9 1 10.

(gLt
N ol

w
1

v (Gle), vy (Ksi), ¥ (Ara), y (octena kis)
Y (EtOH), vy (Arb) (g L), ODgy,

v (Gle), y (Ksi), y (Ara), y (octena kis)
¥ (EtOH), y (Arb) ((g L), ODggy

—— glukoza —+— ksiloza —0O— glukoza —+— ksiloza
—2~— arabinoza - -0 - octena kiselina —~— arabinoza --0-- octena kiselina
—O— etanol —x— ksilitol —O— etanol —x— arabitol
----0---- OD600 ----0---- OD600

Slika 13. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze, etanola, ksilitola
odnosno arabitola, octene kiseline i promjena opticke gustoce podloge (ODeoo,) tijekom
uzgoja kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 (a) i Spathaspora passalidarum
10155 (b) u hidrolizatu izluZenih rezanaca $eéerne repe nakon kemijske hidorolize na

160 °C u vremenu zadrzavanja od 5 minuta
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Tablica 9. Odredeni pokazatelji uspjeSnosti Sarznih uzgoja kvasaca Spathaspora
arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u mikroaerofilnim
uvjetima na hidrolizatu izluzenih rezanaca Secerne repe nakon kemijske hidrolize na

160 °C u vremenu zadrzavanja od 5 minuta

Parametri Sp. aroborariae CBS Sp. passalidarum
11463 CBS 10155

Yetanolis (g g2) 0,16 0,20

Yksilitol's (9 g72) 0,46 -

Y arabitol/s (g %) - 0,19
Pretanot (g L ht) 0,06 0,08
Prisilitol (g L h-1) 0,21 -
Prarabitol (g L™ h™?) - 0,07

¥ (EtOH), v (Arb) ( (g L), ODg
v (Glc), v (Ksi), ¥ (Ara), y (octena kis)
Y (EtOH), v (Arb) ( (g L"), ODg

o P, N W A~ 0o N
P T T TR S !

v (Gle), y (Ksi), ¥ (Ara), y (octena kis)
(gL

—— glukoza —+— ksiloza —0O— glukoza —+— ksiloza
—A— arabinoza --0O-- octena kiselina —=— arabinoza - -0 - octena kiselina
—O0— etanol —x— ksilitol —O— etanol —x— arabitol
——---- OD600 -------- OD600

Slika 14. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, arabinoze, etanola, ksilitola
odnosno arabitola, octene kiseline i promjena opticke gustoce podloge (ODeoo,) tijekom
uzgoja kvasaca Spathaspora arborariae CBS 11463 (a) i Spathaspora passalidarum
10155 (b) u hidrolizatu izluzenih rezanaca Secerne repe nakon kemijske hidorolize na

180 °C u vremenu zadrZavanja od 5 minuta
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Tablica 10. Odredeni pokazatelji uspjeSnosti Sarznih uzgoja kvasaca Spathaspora
arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u mikroaerofilnim
uvjetima na hidrolizatu izluzenih rezanaca Secerne repe nakon kemijske hidrolize na

180 °C u vremenu zadrzavanja od 5 minuta

Parametri Sp. aroborariae CBS Sp. passalidarum
11463 CBS 10155

Yetanolis (g g2) 0,149 0,154

Ysititols (g g) 0,31

Y arabitol/s (g %) - 0,13
Pretanot (g L ht) 0,06 0,06
Prisilitol (g L h1) 0,23
Praravitol (g L™ h?) - 0,09

Kvasci Sp. arborariae CBS 11463 i Sp. passalidarum CBS 10155 pokazuju
sposobnost rasta na hidrolizatima dobivenim nakon predobrade u viokotlatnom
reaktoru pri temperatrama od 160 °C i 180 °C i vremenu zadrZzavanja od 5 minuta (slike
13 i 14). Rast kvasaca nije zabiljezen u podlozi nakon predtretmana razrijedenom
sumpornom kiselinom u vremenskom periodu zadrzavanja 1 minute i 5 minuta na
temperaturi od 200 °C te vremenskom zadrzavanju od 10 minuta na temperaturi od 180
°C sto se moze pripisati visokim koncentracijama inhibitora u podlozi koji
onemogucuju rast kvasca (rezultati shodno tome nisu prikazani).
lako prema Cadete i sur. (2016) Sp. arborariae proizvodi etanol kao glavni produkt
metabolizma ksiloze, na podlogama hidrolizata ova tvrdnja nije potvrdena (koeficijent
konverzije supstrata u etanol iznosi Yetanors=0.16 g g* za podlogu 160 °C/5 minuta i
Yetanolis=0.149 g g za podlogu 180 °C/5 minuta). Isto istrazivanje pokazuje kako Sp.
arborariae karakterizira veca produktivnost ksilitola od onih postugnutih sa Sp.
passalidarum, koji rezultat je potvrden i u ovom diplomskom radu. Koeficijent
konverzije supstrata u ksilitol za podlogu hidrolizata 160 °C/5 minuta iznosi
Yksilitos=0,46 g g%, dok za podlogu hidrolizata 180 °C/5 minuta iznosi Yksilitors=0,31 g
gL, Produktivnost je medutim vec¢a kod uzgoja na hidrolizatu 180 °C/5 minuta i iznosi
Pruilito=0,23 g LT h. Jasno je vidljivo kako ovaj kvasac pokazuje preferenciju

primarnog koriStenja glukoze iz podloge, $to potvrduje i istrazivanje Cadete i sur.
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(2009) gdje je dokazana katabolicka represija glukozom u podlozi s prisutnim
koncentracijama glukoze i ksiloze. Pritom je Yetanons iznosio 0,35-0,37 g etanola g*
Secera. Kod uzgoja na podlogama hidrolizata izluzenih rezanaca Secerne repe 180 °C/5
minuta i 160 °C/5 minuta zabiljezeno je opadanje koncentracije octene kiseline od
samog pocetka uzgoja, $to znaci da ovaj kvasac ima sposobnost rasta na acetatu kao
izvoru ugljika u podlozi, $to moze biti razlog znac¢ajnim prinosima ksilitola. Naime,
visoke koncentracije soli i Secera, prisutne u podlogama hidrolizata, predstavljaju
stresne uvjete za stanice kvasca. U takvim uvjetima dolazi do nakupljanja Se¢ernih
alkohola, u ovom slucaju ksilitola koji funkcionira kao osmolit i tako sprjecava
dehidraciju stanica (Kumdam i sur., 2014). Ista tvrdnja vrijedi za kvasac Sp.
passalidarum CBS 10155. Medutim, uzgoj Sp. passalidarum CBS 10155 na
hidrolizatima izluzenih rezanaca Secerne repe ukazuje na istovremenu potrosnju sva 3
izvora ugljika u podlozi: glukozu, ksilozu i arabinozu, bez katabolicke represije
glukozom, te tako kao produkt metabolizma stvara Secerni alkohol arabitol. Koeficijent
konverzije supstrata u arabitol veéi je kod uzgoja kvasca na hidrolizatu 160 °C/5 minuta
i iZnosi Yaranitons=0,19 g g%, dok za hidrolizat 180 °C/5 minuta iznosi Y araitos=0.13 g
gl Produktivnost proizvodnje arabitola ista je za uzgoj na oba hidrolizata i iznosi
Praabit= 0,07 g L h™. Prema istrazivanju kojeg su provodili Su i sur. (2015),
koncentracija proizvedenog arabitola kada se u podlozi kao izvor ugljika koristi
glukoza, ksiloza ili kombinacija glukoze i ksiloze ne prelazi 1,0 g L. Pritom se moze
zakljuciti kako dodatak arabinoze u podlogu primjetno utjece na prinose arabitola.
Naime, prilikom uzgoja kvasca Sp. passalidarum CBS 10155 na hidrolizatima
izluzenih rezanaca Secerne repe (koji u svom sastavu sadrze arabinan u masenom udjelu
od priblizno 70 %) koncentracija proizvedenog arabitola iznosila je 1,73 g L pri
uzgoju na hidrolizatu 160 °C/5 minuta i 2,6 g L™ pri uzgoju na hidrolizatu 180 °C/5
minuta. Sp. passalidarum pokazuje superiorniju proizvodnju etanola kada se u podlozi
nalazi samo ksiloza, sa specificnom produktivno$c¢u etanola vise od 3 puta ve¢om nego
kada se u podlozi nalazi glukoza kao jedini izvor ugljika (Su i sur., 2015; Long i sur.,
2012). Kada se uzgaja u podlozi sa ksilozom u uvjetima s ograni¢enim kisikom, kvasac
postize visoke prinose etanola (do 0,48 g g™, blizu teoretskog maksimuma, 0,51 g g%),
visoku produktivnost i brzu potros$nju Secera (Hou, 2012). Prinosi etanola su znacajno
nizi na uzgojima hidrolizata rezanaca $eéerne repe (Yetanos=0,2 g g* na hidrolizatu 160
°C/5 minuta i Yetanors=0,154 g g* na hidrolizatu 180 °C/10). Ovakvi rezultati se mogu

pripisati prisutnosti inhibitora u hidrolizatnim podlogama koji stvaraju stresnu okolinu
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za kvasac, ¢iji metabolizam se pritom primarno okrece proizvodnji Se¢ernih alkohola

kako bi mogao prezivjeti u inhibiraju¢oj okolini.
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5. ZAKLJUCCI

1. Kiselinskom predobradom izluzenih rezanaca Seéerne repe razrijedenom
sumpornom kiselinom u visokotlatnom reaktoru dobivene su tekuca faza
(hidrolizat) i ¢vrsta faza. Predobrada se provodila u temperaturnom rasponu od

160 °C do 200 °C te vremenima zadrzavanja od 1 minute do 10 minuta.

2. Maksimalni prinos ukupnih ugljikohidrata (glukoza, ksiloza, arabinoza) u
hidrolizatu postignut je pri temperaturi od 200 °C i vremenu zadrzavanja od 1
minute. Udio arabinoze u ukupnim ughljikohidratima, odreden pri navedenim

uvjetima iznosi 80,60 %.

3. Svi hidrolizati dobiveni predtretmanom sadrze znacajan udio arabinoze te se
kao takvi mogu koristiti za proizvodnju etanola i Seéernih alkohola s pomocu
odgovaraju¢ih ne-Saccharomyces kvasaca. Cvrsta faza sadrzi visoki udio
glukana te se nakon hidrolize moze koristiti u standardnim bioprocesima s

pomocu mikroorganizama koji rastu na glukozi.

4. Istrazivanjem rasta ne-Saccharomyces kvasaca Spathaspora arborariae CBS
11463 i Spathaspora passalidarum CBS 10155 u YPD podlogama pri
mikroaerofilnim uvjetima u rasponu temperatura od 20 do 50 °C, dobivena je
optimalna temperatura za rast i uzgoj istrazivanih kvasaca od 30 °C. Pri
navedenoj temperaturi postignuta je maksimalna produktivnost proizvodnje

etanola i Sec¢ernih alkohola za oba kvasca.

5. Ne-Saccharomyces Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora
passalidarum CBS 10155 kvasci rastu i troSe sva tri ugljikohidrata (glukozu,
ksilozu i arabinozu) iz modelne YP podloge i hidrolizata izluzenih rezanaca
Secerne repe dobivenih kiselinskom predobradom u visokotlacnom reaktoru pri
160 do 180 °C i vremenu zadrzavanja od 5 minuta. Na ostalim dobivenim
hidrolizatima rast i aktivnost ovih ne-Saccharomyces kvasca je zanemariva
zbog prisutnosti razlicitih inhibitora (octena kiselina, furani i razgradni produkti

lignina).
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6. Kvasci Spathaspora arborariae CBS 11463 i Spathaspora passalidarum CBS
10155 tijekom fermentracija osim etanola kao glavnog produkta metabolizma
proizvode i Secerne alkohole, ksilitol i arabitol te tako imaju potencijalnu
primjenu u biorafinerijskom konceptu proizvodnje biokemikalija na

obnovljivim izvorima ugljikohidrata.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih Kkoji su u njemu navedeni.
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