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1. UVOD

Sve veca industrijalizacija 1 nagli porast broja stanovnika dovode do velikih globalnih
problema koji se ti¢u opskrbe hranom, energijom, klimatskih promjena i ekstremnih vremenskih
uvjeta te zagadenja (Shuba i Kifle., 2018). Smatra se da ¢e se fosilna goriva potpuno iscrpiti u
iduc¢ih 50 godina stoga se sve vise okrece alternativnim izvorima energije koji ¢e zamijeniti

fosilna goriva te smanjiti emisiju CO2 i njezine Stetne ucinke na okoli§ (Mat Aron i sur., 2020).

Lignocelulozna biomasa (kao $to je Sumski i drvni otpad, poljoprivredni ostaci, energetski
usjevi 1 sl.) smatra se najraSirenijom ugljicno neutralnom obnovljivom sirovinom na Zemlji jer
se njezinom razgradnjom u atmosferu ispusta onoliko CO:2 koliko ga je biljka uzela iz atmosfere
kroz proces fotosinteze (Zuccaro i sur., 2020; Bajpai, 2016). Lignoceluloza se sastoji od
celuloze, hemiceluloze i lignina (Yousuf i sur., 2020). Prisutnost lignina i hemiceluloze c¢ini
celulozu tesko dostupnom celulolitiCkim enzimima i stoga otezava njezinu hidrolizu na
jednostavnije Secere. Zbog toga je nuzna predobrada lignocelulozne biomase kojom se mijenja
veli¢ina Cestica, struktura i1 kemijska svojstva biomase te na taj nafin pospjeSuje brzina i
ucinkovitost enzimske hidrolize (Bajpai, 2016). Tijekom proteklih nekoliko desetljeca istrazene
su brojne metode predobrade, svaka s odredenim prednostima i manama. Ucinkovitost metode

ovisi o vrsti, odnosno sastavu sirovine. NajceS¢e se primjenjuju kiselinska 1 alkalna predobrada
(Zhang 1 sur., 2020).

Morska trava Posidonia oceanica endemska je vrsta Siroko rasprostranjena Sredozemnim
morem. Ujesen gubi velike koli¢ine lis¢a koje se zbog djelovanja valova akumulira na obalama
te narusava njihov estetski izgled, ali uzrokuje 1 pojavu neugodnih mirisa i insekata (Restaino 1
sur., 2023). Nakupine liS¢a smatraju se otpadom i najceS¢e se zbrinjavaju odlaganjem na
deponije, ali poc¢inje se prepoznavati njihova vrijednost i moguénost upotrebe u razne svrhe,

posebno kao lignocelulozna sirovina u proizvodnji biogoriva 1 energije (Voca 1 sur., 2019).

Biogoriva se proizvode pretvorbom fermentabilnih Secera ili lipida, podrijetlom iz biomase,
u razli¢ite oblike energije (Mat Aron i sur., 2020). Jedan od njih je biodizel, ester nizih alkohola
1 dugolancanih masnih kiselina (Sin¢i¢, 2014). Kako bi se smanjila konkurencija izmedu
proizvodnje hrane i1 biogoriva, razvijaju se metode proizvodnje biodizela iz lipida mikrobnog
podrijetla. U tu svrhu koriste se oleaginozni mikroorganizmi, kao §to su Rhodotorula sp. 1

Schizochytrium sp., koji imaju sposobnost proizvodnje i1 nakupljanja vise od 20 % (g/g) lipida.



Cilj ovog rada bio je istraZiti potencijal upotrebe otpadne morske trave kao lignocelulozne
sirovine, odnosno supstrata za uzgoj mikroorganizama, uz optimizaciju uvjeta predobrade 1
enzimske hidrolize. Uz to je istraZzena moguénost uzgoja oleaginoznih mikroorganizama, kvasca

Rhodotorula sp. 1 mikroalge Schizochytrium sp. na predobradenoj sirovini u svrhu biositneze

lipida za proizvodnju biodizela.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignoceluloza je najrasprostranjenija obnovljiva sirovina na Zemlji. Nastaje procesom
fotosinteze iz atmosferskog ugljikovog dioksida 1 vode uz pomo¢ sunceve energije. Najvecim
dijelom se sastoji od polisaharida, fenolnih polimera i proteina koji ¢ine kompleksnu strukturu
(Yousuf 1 sur, 2020). Biomasa se definira kao biorazgradivi organski materijal biljnog,
zivotinjskog ili mikrobnog porijekla (Shadid i sur., 2021). U lignoceluloznu biomasu ubraja se
Sumski 1 drvni otpad (npr. liS¢e, kora, piljevina), poljoprivredni ostaci (npr. slama, kukuruzovina
1 kukuruzni oklasci, bagasa) energetski usjevi (npr. slatki sirak, miskantus, divlji proso),
industrijski otpad (npr. iz proizvodnje papira) (Bajpai, 2016). Godisnje se deforestacijom 1
poljoprivrednom proizvodnjom proizvede 5 — 8 tona lignocelulozne biomase. Smatra se vrlo
pogodnom sirovinom za proizvodnju biogoriva jer je jeftina, Siroko rasprostranjena i lako
dostupna, ne predstavlja konkurenciju proizvodnji hrane i ekoloski je prihvatljiva (Mat Aron i

sur., 2020).

2.1.1. Grada lignoceluloze

Lignoceluloza se sastoji od celuloze umotane u gustu strukturu hemiceluloze i lignina koji
ucvrséuju stani¢nu stijenku (slika 1). Manji preostali dio Cine ekstraktivni spojevi, pektin,
proteini i pepeo (Yousuf i sur., 2020). Ovisno o sirovini i vrsti biljnih stanica, suha tvar
lignocelulozne biomase obi¢no se sastoji od 35 — 50 % celuloze, 20 — 35 % hemiceluloze 110 —
15 % lignina. Omjeri polimera mijenjaju se i unutar same biljke ovisno o njezinoj starosti,

razvojnom stadiju i drugim uvjetima (Bajpai, 2016).

Celuloza je homopolisaharidni nerazgranati polimer sastavljen od molekula D-glukoze
povezanih B-1,4-glikozidnim vezama u ravne lance. Glavni je sastojak primarne stani¢ne
stijenke biljaka, bakterija, algi 1 oomiceta Sto je Cini naj¢eS¢im 1 najdostupnijim organskim
polimerom (Yousuf i sur., 2020). Temeljna gradevna jedinica celuloze je celobioza, disaharid
sastavljen od dviju glukoznih molekula. Celulozni lanac se moze sastojati od nekoliko tisu¢a do
nekoliko stotina tisuéa molekula glukoze (Kucharska i sur., 2018). 20 — 300 celuloznih lanaca
¢vrsto je povezano vodikovim vezama i van der Waalsovim interakcijama u mikrofibrile, a oni
se grupiraju u ve¢e makrofibrile. Zahvaljujuéi vodikovim vezama, celuloza tvori kristalinicne i
amorfne regije (Bajpai, 2016). Oko 2/3 celuloze je u kristalinicnom obliku $to je jedan od

najvaznijih faktora razgradivosti i brzine hidrolize celuloze (Maurya, 2015).
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Slika 1. Struktura lignocelulozne sirovine (prema Potters 1 sur., 2010)

Hemiceluloza je razgranati heteropolisaharid sastavljen od prosje¢no 500 — 3000 razli¢itih
SeCernih jedinica. NajCeS¢e su pentoze (ksiloza i arabinoza), heksoze (manoza, glukoza,
galaktoza 1 ramnoza) te Secerne kiseline (glukuronska i galakturonska kiselina) (Yousuf i sur.,
2020). Homopolimer ili heteropolimer ¢ini okosnicu na koju su B-1,4- ili B-1,3- glikozidnim
vezama vezani kratki ogranci razli¢itih Secera. Sastav hemiceluloze se razlikuje ovisno o biljnoj
vrsti, mjestu rasta i godiSnjem dobu. Tako, na primjer, u travi i slami prevladava ksilan, a u drvu
cetinjaca glukomanan (Kucharska i sur., 2018). Ksilan se u vecini biljaka preteZito sastoji od
1,4-B-D-ksilopiranoze uz koju mogu biti prisutni arabinoza, glukuronska kiselina ili octena
kiselina (Bajpai, 2016). Zbog niskog stupnja polimerizacije, za razliku od celuloze, podloZnija

je razgradnji u monosaharide (Baruah i sur., 2018).



Lignin je razgranati aromatski polimer fenilpropanskih monomernih jedinica umreZenih u
kompleksnu amorfnu strukturu. Monomeri (kumaril alkohol, koniferil alkohol 1 sinapil alkohol)
su medusobno povezani ugljik-ugljik ili eterskim vezama nepravilnim redoslijedom (Rajesh
Banu 1 sur, 2021). Lignin se moze smatrati ljepilom koje povezuje sve komponente
lignoceluloze kovalentnim vezama i €ini je netopljivom u vodi. Zasluzan je za rigidnost i
nepropusnost te otpornost stanica na oksidativni stres i mikrobnu razgradnju. U pravilu najvise

lignina sadrzi drvna lignocelulozna biomasa, dok gau zeljastim biljkama ima najmanje (Bajpai,

2016).

2.1.2. Otpadna morska trava

Posidonija (Posidonia oceanica (L.) Delile), poznatija kao oceanski porost, morska trava ili
lazina, endemska je mediteranska morska cvjetnica. Ujedno je najrasprostranjenija vrsta morske
trave, a tvori podvodne livade prekrivajuéi vise od 2 %, tj. preko 40 000 km? morskog dna
Mediterana (Restaino 1 sur., 2023). Raste na muljevitom i pjeskovitom morskom dnu, obi¢no na
dubini 1 —40 metara, osim u zaljevima i estuarijima vecih rijeka (Campagne i sur., 2015). Glavni
faktor njezine rasprostranjenosti je prozirnost mora s obzirom da joj je potrebna sunceva svjetlost
za provodenje procesa fotosinteze. Nasjevernom dijelu Jadrana, gdje je manja prozirnost morske
vode, livade posidonije rastu do 20 m dubine, dok se na srednjem 1 juznom Jadranu prostiru ¢ak
do 50 m dubine (Voca i sur., 2019). Ima puzecu poloZenu stabljiku (rizom) ukorijenjenu u tlo.
Izdanci koji rastu iz rizoma sadrze snop od 4 — 8 tamno zelenih listova koji mogu dose¢i do 1 m

duljine (slika 2.a) (Boudouresque, 2012). U Hrvatskoj je posidonija strogo zaStiCena vrsta

Zakonom o zastiti prirode (Voca i sur., 2019).

Livade posidonije imaju vaznu ulogu u ekosustavu jer predstavljaju staniste i izvor hrane za
velik broj vrsta riba i drugih morskih Zivotinja (Voca i sur., 2019). Na listovima zive brojni
organizmi kao $to su bakterije, mikro- 1 makroalge, spuzve, mahovnjaci i koluti¢avci (Kanjer 1
sur., 2019). Takoder su vazne za oksigenaciju morske vode, jer dnevno po m? na dubini od 10
metara proizvedu preko 14 litara kisika, te za sekvestraciju ugljikovog dioksida. Listovi sadrZe
23 —40 % ugljika. Posidonija veliku sposobnost akumulacije teSkih metala, posebno u rizomima,

zbog Cega djeluje kao bioindikator koncentracije teskih metala u ekosustavu (Campagne i sur.,
2015).



LiS¢e posidonije ima Zivotni vijek oko godinu dana, nakon cega se odvaja od ostatka biljke
1 akumulira se na obalama (slika 2.b) (Campagne 1 sur., 2015). Proces akumulacije je
najizraZeniji tijekom jeseni kada se otpadanje najvise liS¢a vremenski preklopi s pojacanom
aktivno$¢u valova. Posidonija godi$nje proizvede prosje¢no 500 g/m? suhe tvari biomase, a
koli¢ina otpadne biomase koja dode do obale ovisi 0 morskim strujama i vjetrovima te veli¢ini
livade. Nakupine, od nekoliko centimetara debljine do ¢ak 2,5 m, ponaSaju se kao prirodna brana
koja smanjuje jacinu valova i na taj na¢in umanjuju eroziju obale (Restaino i sur., 2023). Estetski
su nepoZzeljne i Cesto se smatraju oneiS¢enjem obale 1 mora, a zapravo su indikator Ciste 1
prozirne vode, dobro o¢uvanog morskog okoliSa i bogatog morskog zivota. No prekomjernom
akumulacijom dolazi do stvaranja sumporovodika, Sto uzrokuje neugodan miris, te razvoja
insekata, npr. muha. To je posebna smetnja u mjestima s turistickim potencijalom stoga nakupine
morske trave na obali zahtijevaju zbrinjavanje (Voca 1 sur., 2019). Mrtvi dijelovi korijenja i
rizoma mogu se zbog konstantnog kretanja mora i valova medusobno ispreplesti i tvoriti kuglice

nazvane egagropili koje se takoder, poput lis¢a, nakupljaju na obalama (Restaino 1 sur., 2023).

Slika 2. a. Anatomija morske trave P. oceanica (prema Kaal i sur., 2016); b. Naslage P.

oceanica na obali (Fullgrabe, 2020)

U proslosti se suha morska trava upotrebljavala u razne svrhe: u gradevini kao izolacijski
materijal; u poljoprivredi kao kompost, umjesto slame, kao zastitni sloj na poljoprivrednim
povrSinama; u tekstilnoj industriji kao zamjena za pamuk, punjenje madraca i jastuka te

proizvodnju tepiha; proizvodnju koSara; kao sirovina u proizvodnji papira pa ¢ak i kao hrana za



zivotinje. Danas se tretira kao otpad i uglavnom se odlaze na odlagaliSta bez iskoriStavanja.
Potencijal biomase morske trave kao lignocelulozne sirovine u proizvodnji goriva 1 energije
privlaci sve viSe paznje te se istrazuju kemijske karakteristike 1 moguce primjene (Voca i sur.,
2019). Takoder se istrazuje 1 upotreba egagropila za bioremedijaciju, konstrukcijske materijale

ili proizvodnju bioplastike (Restaino 1 sur., 2023).

2.1.3. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Lignocelulozna biomasa ima veliki potencijal za primjenu kao alternativa neobnovljivim
izvorima energije u konceptu biorafinerija (Zhang i sur, 2020). Biorefinerije su odrZiva
postrojenja koja integriraju razliCite tehnologije (termokemijske, biokemijske, uzgoj
mikroorganizama) za konverziju biomase u biogoriva, biokemikalije, biomaterijale i druge
vrijedne proizvode. Cilj je maksimalno iskoriStavanje sirovine uz stvaranje $to manje otpada
(Shadid 1 sur., 2021). Postoje brojni pristupi pretvorbi lignoceluloznih sirovina u fermentabilne
Secere (Bajpai, 2016). Glavni izazov njihovom koriStenju predstavlja sloZzena struktura i1
otpornost stani¢ne stijenke na mikrobnu i enzimsku razgradnju zbog Cega je nuzan korak
predobrade (Zhang i sur., 2020). Lignin, osim $to djeluje kao fizicka barijera, negativno utjece
na hidrolizu sirovine zbog nespecificnog vezanja hidrolitickih enzima i toksi¢nosti derivata
lignina prema mikroorganizmima. Zadaca predobrade je razbiti strukturu lignina, ukloniti
hemicelulozu i smanjiti kristalinicnost celuloze da bi se povecala poroznost i unutarnja

specificna povrsina te dostupnost celuloznih vlakna celulolitickim enzimima (Bajpai, 2016).

Predobrada ¢ini preko 40 % ukupnih troskova konverzije lignoceluloznih sirovina i uvelike
utjeCe na ostatak procesa. S obzirom na razli¢it sastav i svojstva razli¢itth vrsta biomase, ne
postoji univerzalan nacin predobrade (Zhang i sur.,, 2020). Neki od zahtjeva koje proces
predobrade mora zadovoljiti su niski kapitalni i operativni troskovi, mogu¢nost izdvajanja svih
komponenti u upotrebljivom obliku, izbjegnuto stvaranje nusproizvoda koji djeluju kao
inhibitori u kasnijim fazama iskoriStavanja sirovine, minimalan utroSak energije te minimalni

gubitci fermentabilnih Secera (Bajpai, 2016). Ni jedna do sada istraZzena metoda ne ispunjava

sve kriterije, ve¢ svaka ima svoje prednosti i mane (Zhang i sur., 2020).

2.1.3.1. Podjela metoda predobrade

Metode predobrade prema funkciji i reagensu najcesce se dijele u Cetiri skupine: fizikalne,

kemijske, bioloske i fizikalno-kemijske metode (Bajpai, 2016).



Fizikalne metode su mehani¢ko usitnjavanje (sjeckanje, rezanje, drobljenje, mljevenje),
predobrada zracenjem (y-zrake, mikrovalovi, ultrazvuk, elektronski snopovi), ekstruzija i
piroliza. Koriste za smanjenje veliCine sirovine ili naruSavanje strukture stani¢ne stijenke kako
bi se povecala dostupna povrsina. Glavni nedostatak vecine fizikalnih metoda je visoki utroSak
energije, potreba za posebnom opremom i posljedicno poveéani troskovi procesa (Zhang i sur.,
2020; Bajpai, 2016).

Kemijske metode omogucavaju depolimerizaciju, povecanje topljivosti i kidanje veza medu
makromolekulama (Bajpai, 2016). Iziskuju manje energije od fizikalnih, ali zahtijevaju upotrebu
kemikalija. Obi¢no se provode uz poviSenu temperaturu i tlakove kako bi se ubrzao proces 1
povecala uc¢inkovitost (Usmani i sur., 2021). Nedostatak je nastajanje inhibitora. U kemijske
metode ubrajaju se kiselinska 1 alkalna predobrada, ozonoliza, predobrada organskim otapalima,

ionskim tekuéinama 1 sulfitom (Bajpai, 2016).

Bioloske metode odnose se na upotrebu enzima ili mikroorganizama koji proizvode
lignoceluloliticke enzime za selektivnu razgradnju lignina i hemiceluloze prije enzimske
hidrolize. U tu svrhu najcesce se koriste gljive bijelog truljenja, a osim njih i gljive smedeg i
mekog truljenja te neke bakterije (Sun isur., 2016). Prednosti bioloskih metoda su blagi uvjeti,
nizak utroSak energije, nema upotrebe kemikalija i ekoloski su prihvatljive, no nedostaci su
dugotrajnost procesa, potreba za velikim prostorom i strogom kontrolom uvjeta uzgoja (Bajpai,
2016).

Fizikalno-kemijske metode su kombinacija fizikalnih i kemijskih metoda koje utjecu na
fizicke 1 kemijske karakteristike sirovine kako bi se postigla Sto veca uCinkovitost procesa.
Obuhvacaju hidrotermalnu i oksidacijsku predobradu, eksploziju vodenom parom, eksploziju

vlakana amonijakom, upotrebu superkriticnog ugljikovog dioksida i sl. (Zhang 1 sur., 2020).

2.1.3.2. Kiselinska predobrada

Kiselinskom predobradom postize se naruSavanje kemijske strukture lignina i hidroliza
hemiceluloze te pomaZe razgradnji celuloze na jednostavne Secere. Moze se provoditi
razrijedenom (0,1 — 10 %) ili koncentriranom (30 — 70 %) kiselinom, no koncentrirane kiseline
su toksicne 1 korozivne pa zahtijevaju opremu otpornu na koroziju zbog cega nisu pozeljne te se
na industrijskoj razini naj¢esS¢e upotrebljavaju razrijedene kiseline. Dva su nacina provodenja
predobrade: visoka temperatura (iznad 180 °C) tijekom kraceg vremenskog perioda (1 — 5 min)

i niza temperatura (ispod 120 °C) uz dulje vrijeme zadrzavanja (30 — 90 minuta) (Maurya i sur.,



2015). Kiseline koje se najcesce koriste su sumporna, klorovodi¢na, fosforna i dusi¢na kiselina.
Osim anorganskih, istrazuje se i koriStenje organskih kiselina kao §to su mravlja, oksalna 1

maleinska (Baruah i sur., 2018).

U nekim slu¢ajevima moguce je preskociti korak enzimske hidrolize ako je kiselina veé

razgradila sirovinu do fermentabilnih Secera, no nakon kiselinske predobrade nuzno je dobro

isprati sirovinu kako bi se neutralizirala prije fermentacije (Kumar i Sharma, 2017).

Kiselinskom predobradom mogu nastati nepozeljni nusproizvodi: furfural (iz pentoza), 5-
hidroksimetilfurfural (iz heksoza), fenolne kiseline 1 aldehidi koji djeluju kao inhibitori
fermentacije. Njihova koncentracija poveéava se s poveCanjem vremena zadrzavanja i
temperature. Daljnjom razgradnjom iz furfurala nastaju mravlja i furoi¢na kiselina, a iz 5-
hidroksimetilfurfurala mravlja 1 levulinska kiselina. Iako postoje razliCite metode
detoksifikacije, one predstavljaju dodatan korak u procesu i povecavaju ukupne troSkove stoga

se stvaranje inhibitora nastoji izbjeci ili barem smanjiti (Baruah i sur., 2018).

2.1.3.3. Alkalna predobrada

Alkalna predobrada je takoder vrlo Cesto istraZzivana i primjenjivana metoda. Temelji se na
otapanju lignina u luZnatoj otopini. U tu svrhu se koriste luzine kao $to su natrijev, kalcijev,
kalijev 1 amonijev hidroksid. Natrijev hidroksid pokazao se najucinkovitijim (Bajpai, 2016).
Tijekom alkalne predobrade dolazi do reakcije saponifikacije koja uzrokuje cijepanje
intermolekulskih esterskih veza izmedu hemiceluloze 1 lignina. Osim toga, luZina izaziva
bubrenje celuloze, $to smanjuje njezinu kristalinicnost i stupanj polimerizacije, a povecava
unutarnju povrsinu, te uklanjanje acetilnih grupa i uronskih kiselina iz hemiceluloze (Baruah 1
sur.,, 2018). Uklanjanjem lignina smanjuje se broj mjesta nespecificnog vezanja enzima S§to
takoder pozitivno djeluje na uspjesnost enzimske hidrolize. Ucinkovitost alkalne predobrade
ovisi o udjelu lignina u sirovini — veca je kod sirovina s manje lignina kao $to je poljoprivredni
otpad, dok je kod crnogori¢nog drva ucinkovitost manja (Kucharska i sur., 2018). Za razliku od
kiselinske predobrade, uglavnom se odvija na nizoj temperaturi (iako to produljuje vrijeme
zadrZavanja) te nastaje manje inhibitora. Nedostatak je ireverzibilno stvaranje soli i ponekad

njihovo inkorporiranje u biomasu tijekom predobrade (Bajpai, 2016).

2.1.4. Enzimska hidroliza
Nakon predobrade lignocelulozne sirovine obi¢no slijedi enzimska hidroliza kako bi se

oslobodeni ugljikohidrati preveli u fermentabilne monomere. Enzimska hidroliza je visoko



ucinkovit i ekonomski isplativ nacin hidrolize sirovine buduéi da omogucuje iskoristenje
polisaharida vise od 90 %. Enzimi koji provode hidrolizu lignoceluloze su celulaze 1
hemicelulaze. Najveci izazov uspjesnosti hidrolize predstavlja stvaranje optimalne kombinacije
enzima koji moraju djelovati sinergistiCki. Zbog heterogenosti hemiceluloze, potrebna je
kompleksna mjesavina enzima kao $to su ksilaze, mananaze, ksilozidaze i arabinofuranozidaze
(Usmani 1 sur.,, 2021). Celulaze ukljucuju egzoglukanaze, endoglukanaze i B-glukozidaze.
Endoglukanaze cijepaju p-1,4-glikozidne veze unutar amorfnih podrucja celuloze ¢ime nastaju
reduciraju¢i 1 nereduciraju¢i krajevi lanaca. Egzoglukanaze oslobadaju celobiozu s krajeva
celuloznih lanaca, a B-glukozidaze cijepaju celobiozu na dvije molekule glukoze (Andlar i sur.,
2018). Komercijalne celulaze naj¢es¢e se proizvode pomocu plijesni iz rodova Aspergillus i

Trichoderma. Osim njih, razgradnja celuloze moze se posti¢i i monooksigenazama (Usmani i
sur., 2021).

Enzimska hidroliza se provodi u blagim uvjetima, temperaturi 40 — 50 °C i pH vrijednosti
4,5 — 5 (Verardi i sur., 2020). Ucinkovitost hidrolize ovisi o provedenoj predobradi sirovine,
odnosno stupnju polimerizacije 1 kristalini¢nosti celuloze te veli¢ini 1 povrSini Cestica (Andlar i
sur., 2018). Lignocelulozna biomasa ima dvije vrste povrSine: vanjsku povrSinu, koja je vezana
uz oblik i veli¢inu Cestica, 1 unutarnju povrSinu koja ovisi o kapilarnoj strukturi celuloznih
vlakana. Kako je za kataliticku reakciju nuzna fizicka interakcija enzima i celuloze, dostupnost
povrSine ima veliku ulogu (Behera i sur., 2014). Lignin i acetilne grupe hemiceluloze mogu

predstavljati mjesta nespecificnog vezanja enzima kojim dolazi do gubitka enzima i limitacije

enzimske hidrolize (Verardi i sur., 2020).

2.2. BIOGORIVA

Sagorijevanjem fosilnih goriva u atmosferu se oslobadaju velike koli¢ine ugljikovog
dioksida (CO2). On se tesko razgraduje i zajedno s ostalim plinovima odlazi u vise dijelove
atmosfere gdje stvaraju efekt staklenika Sto uzrokuje klimatske promjene. Za razliku od fosilnih
goriva, sagorijevanjem biogoriva ne povecava se udio CO2, ve¢ se u atmosferu vraca CO2 kojeg
je biljka uzela u procesu fotosinteze. Biogoriva se definiraju kao plinovita, tekuéa ili kruta goriva
podrijetlom iz biomase, pri ¢emu je biomasa biorazgradiv dio proizvoda, otpada i ostataka
biljnog 1 Zivotinjskog podrijetla iz poljoprivrede, Sumarstva i s njima povezanih djelatnosti te

biorazgradiv dio industrijskog 1 komunalnog otpada (Sinci¢, 2014). Najveéi proizvodaci
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biogoriva u svijetu su SAD i Brazil. SAD proizvodi gotovo sav bioetanol iz kukuruza, dok je u
Brazilu glavna sirovina Secerna trska, a obje drzave proizvode biodizel primarno iz soje. U
Europi se najces¢e proizvodi bioetanol iz kukuruza, pSenice i Secerne repe, a biodizel iz uljane

repice i koriStenog jestivog ulja (Jeswani i sur., 2020).

Svrstavaju se u Cetiri generacije kao biogoriva prve, druge, tree 1 Cetvrte generacije.
Biogoriva razli¢itih generacija ne razlikuju se u svojoj strukturi, ve¢ je razlika u koriStenim
sirovinama (Callegari 1 sur., 2019). Drugi nacin podjele je na konvencionalna biogoriva (prva
generacija), koja se dobivaju dobro utvrdenim tehnologijama fermentacije, destilacije 1
transesterifikacije, 1napredna biogoriva koja su joS§ urazvojnoj, pilotnoj ili demonstracijskoj fazi

te proizvodnja uglavnom jo$ nije komercijalizirana (Jeswani i sur., 2020; Sinc¢i¢, 2014).

2.2.1. Biogoriva prve generacije

Biogoriva prve generacije proizvode se iz Sec¢ernih (Se€erna repa i Seerna trska) 1 Skrobnih
(kukuruz, krumpir, pSenica, jeCam) sirovina te biljnih ulja (iz uljane repice, suncokreta, soje i
sl.) (Mat Aron i sur., 2020). To su sirovine koje se koriste za proizvodnju hrane zbog ¢ega dolazi
do konkurencije izmedu proizvodaca biogoriva i proizvodaca hrane za sirovinu i plodno tlo.
Takoder zahtijevaju upotrebu gnojiva, vode i1 pesticida Sto povecava troSkove njihove
proizvodnje (Liu i sur., 2021). Sirovine se uzgajaju kao monokulture ¢ime se smanjuje
bioraznolikost, Sire se bolesti i $tetnici (Callegari i sur., 2019). Se¢erne sirovine sadrze velike
koli¢ine saharoze koja se moze ekstrahirati i fermentirati u bioetanol. Ulja se ekstrahiraju i
prevode u bioetanol ili biodizel fermentacijom ili transesterifikacijom. Skrobne sirovine moraju
pro¢i proces predobrade prije fermentacije kako bi se dugolancani polimer glukoze pocijepao na
fermentabilne jedinice. Nakon fermentacije, biogoriva prolaze destilacijsku kolonu kako bi se
uklonile necistoce. Proizvodnja biogoriva prve generacije je Siroko komercijalizirana i godi$nje

se proizvede oko 50 milijardi litara (Mat Aron 1 sur., 2020).

2.2.2. Biogoriva druge generacije

Biogoriva druge generacije proizvode se iz neprehrambenih lignoceluloznih sirovina kao §to
su ostaci iz proizvodnje Zitarica (slama, kukuruzovina), energetski usjevi te druge otpadne
biomase. One nisu konkurencija hrani jer ne traze opskrbu vodom, gnojiva ni posebnu kvalitetu
tla. Neke biomase mogu biti sirovina i prve i druge generacije, npr. biljno ulje je sirovina za prvu
generaciju, no iskoriSteno otpadno biljno ulje, koje viSe nije za konzumaciju, spada u sirovine

za drugu generaciju biogoriva (Callegari i sur., 2019). Problem iskoriStavanja ovih sirovina je
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potreba za prethodnom predobradom. Tri su glavne tehnologije konverzije lignocelulozne
biomase u biogoriva, a to su termokemijske, biokemijske i hibridne metode. Termokemijske
metode, nazivaju se joS i BTL pretvorbom (eng. Biomass-To-Liquid), najprije prevode biomasu
u sintezni plin pirolizom 1 gasifikacijom, a potom u metanol, etanol ili smjese ugljikovodika
(BTL benzin i BTL dizel) razli¢itim katalitickim reakcijama (Sinci¢, 2014). Provode se na
temperaturi 350 — 550 °C ili 700 — 800 °C za biomasu s visokim udjelom lignina. Biokemijske
metode upotrebljavaju mikroorganzime (npr. bakterije i kvasce) za hidrolizu dugih lanaca
polisaharida u monosaharide na temperaturi 30 — 65 °C. Hibridne metode su kombinacija
termokemijskih 1 biokemijskih metoda pri ¢emu se intermedijer proizveden biokemijskim
procesom, termokemijski transformira u krajnji proizvod. Glavni nedostatak biogoriva druge

generacije je veliki utroSak energije tijekom proizvodnje (Mat Aron i sur., 2020).

2.2.3. Biogoriva trece generacije

Biogoriva tre¢e generacije ekstrahiraju se iz biomase makroalgi i mikroalgi. Energija se iz
njih moze proizvesti direktno, ekstrakcijom lipida, ili indirektno, kada se Citave upotrijebe kao
sirovina za fermentaciju (Callegari i sur., 2019). Mikroalge rastu brze od biljaka (mogu se
sakupljati ve¢ nakon 5 — 6 dana uzgoja) i ne zahtijevaju velike ni obradive povrSine pa ne
predstavljaju konkurenciju poljoprivredi, stoCarstvu ili izgradnji stambenih jedinica za
stanovanje ljudi (Mat Aron i sur., 2020). Mogu se uzgajati u otvorenim i zatvorenim sustavima.
Otvoreni sustavi su jednostavni ijeftini, ali manje ucinkoviti 1 postoji opasnost od kontaminacije.
Zatvoreni sustavi su skuplji, ali omogucuju bolju kontrolu parametara uzgoja (Callegari 1 sur.,
2019). Mikroalge su odgovorne za uklanjanje do 40 % CO:2 iz atmosfere. Proizvode razliCite
biomolekule kao §to su proteini, vitamini, ugljikohidrati, lipidi. Mogu proizvesti 15 — 300 puta
vise lipida od prehrambenih usjeva. Lipidi se koriste za proizvodnju biogoriva termokemijskim
ili biokemijskim procesom. NajceS¢e se koristi termokemijski proces jer ima najvecu
ucinkovitost konverzije, a najkrace trajanje i nize troskove. Rast mikroalgi ovisi o uvjetima
uzgoja kao Sto su temperatura, intenzitet svjetlosti, koncentracija CO2 1 pH. Tri su tipa mikroalgi
prema nacinu ishrane: autotrofne (koriste anorganski ugljik), heterotrofne (koriste organski
ugljik) 1 miksotrofne (koriste anorganski i organski ugljik). Sposobnost proizvodnje biogoriva
varira izmedu razli¢itih vrsta. Miksotrofna mikroalga Chlorella sp. moze proizvesti 69 % vise
lipida od heterotrofnih vrsta. Neke mikroalge sadrze do 80 % lipida u suhoj tvari biomase
stanica. Najveci prinos lipida je kada se mikroalge uzgajaju u stresnim uvjetima, a koji su to

uvjeti (npr. povecanje ili smanjenje temperature, povecanje intenziteta svjetla) ovisi o vrsti zbog
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¢ega je nuzno pronaci optimalne uvjete pojedinog soja (Mat Aron i sur., 2020). Za uzgoj su
potrebne velike koli¢ine svjeze vode i nutrijenata (duSika i1 fosfora) Sto povecava cijenu
proizvodnje. To se djelomi¢no moZe prevladati uzgojem mikroalgi u otpadnim vodama ¢ime se
potreba za vodom smanjuje za 90 % te potpuno ispunjavaju zahtjevi za nutrijentima (Callegari 1
sur.,, 2019). SuSenje biomase i ekstrakcija lipida takoder zahtijevaju veliki utroSak energije.
Biogoriva podrijetlom iz mikroalgi su lakSe hlapiva i time manje stabilna u odnosu na biogoriva

prve i druge generacije (Mat Aron 1 sur., 2020).

2.2.4. Biogoriva Cetvrte generacije

Cetvrta generacija biogoriva proizvodi se pomo¢u geneti¢ki modificiranih mikroalgi. Cilj je
genetiCkim 1 metabolickim inzenjerstvom stvoriti mikroalge koje ¢e biti prilagodenije uzgoju u
otpadnim vodama i koje mogu asimilirati velike koli¢ine CO2 kako bi se povecala produktivnost
procesa proizvodnje. Geneticki modificirane mikroalge mogu se proizvoditi u zatvorenim ili
otvorenim sustavima. Kod otvorenih sustava postoji opasnost od ispiranja mikroalgi u okolis Sto
moze dovesti do nezeljenih promjena u prirodnom stanistu i kompetencije s autohtonim vrstama
(Mat Aron i sur., 2020). Smatra se da su biogoriva Cetvrte generacije ugljicno negativna jer
genetiCki modificirane alge troSe visSe CO2 nego S$to ga nastaje izgaranjem biogoriva.

Zahvaljujuci tome, ova biogoriva imaju najmanji utjecaj na okoli§ (Sinci¢, 2014).

2.2.5. Proizvodnja biodizela

Biodizel je monoalkilni ester nizih alkohola i dugolancanih masnih kiselina iz ulja ili masti
biljnog ili zivotinjskog podrijetla. Prirodna ulja i masti su po sastavu triacilgliceroli (trigliceridi),
tj. esteri masnih kiselina i glicerola. Masne kiseline mogu sadrzavati razli¢it broj ugljikovih
atoma, najces¢e 12 — 24, koji su medusobno razli¢ito povezani pa zbog toga imaju raznolika
svojstva. Biodizel se proizvodi transesterifikacijom ulja i masti pomo¢u metanola, etanola ili
drugog alkohola, uz prisutnost kiselog ili baznog katalizatora (Sin¢i¢, 2014). Fizikalna i
kemijska svojstva biodizela sli¢na su konvencionalnom dizelu §to olakSava njegovu upotrebu.
Sirovine kao §to su alge i mikroalge imaju potencijal smanjenja troSkova proizvodnje za 60 — 90
%. Glavna prednost im je visoka produktivnost, a najvece poteskoce stvara ekstrakcija lipida
(Callegari 1 sur., 2019).

Neke od prednosti biodizela su: obnovljive sirovine koje manje doprinose stvaranju
dodatnog COz2; ispusni plinovi koji nastaju sagorijevanjem sadrze manje ugljikovog monoksida,
neizgorenih ugljikovodika, ¢vrstih Cestica, policiklickih aromata i drugih Stetnih supstanci; lakse

je razgradiv od ulja iz kojih se proizvodi; ima viSe plamisSte (iznad 100 °C) koje omogucuje
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sigurniji rad i skladiStenje. Nedostaci su: manji sadrzaj energije u odnosu na petrodizel,
sagorijevanjem se ispusta viSe duSikovih oksida, moze do¢i do oksidacije 1 stvaranja taloga
tijekom skladiStenja, moze do¢i do izluCivanja kristalica estera zasiCenih masnih kiselina pri

nizim temperaturama zbog ¢ega se mogu zacepiti filteri (Sinci¢, 2014).

2.2.5.1. Radni mikroorganizmi

Mikroorganizme koji imaju sposobnost proizvodnje i1 nakupljanja visokih koncentracija
lipida (=20 % w/w suhe tvari biomase) nazivamo oleaginoznim mikroorganizmima (Maza isur.,
2020). Tu se ubrajaju neke mikroalge, bakterije, kvasci 1 plijesni. Mikrobni lipidi se
najintenzivnije nakupljaju tijekom stacionarne faze rasta i strukturom su sli¢ni biljnim uljima.
Najcesc¢e su gradeni kao triacilgliceroli. S obzirom da nemaju naboj, ne mogu se ugraditi u
stanicnu membranu, ve¢ se u citoplazmi nakupljaju u obliku hidrofobnih tijela nazvanih lipidne
kapljice. Za biosintezu lipida potreban je visok molarni ili maseni omjer izvora ugljika 1 duSika
(C/N) i aeracija. Koncentracija otopljenog kisika u podlozi moze utjecati na sastav masnih

kiselina (Zuccaro i sur., 2020).

Mikroorganizmi se mogu uzgajati na lignoceluloznim sirovinama S$to ukljucuje sljedece
korake: predobrada sirovine, enzimska hidroliza predobradene sirovine, biokonverzija Secera u
lipide 1 ekstrakcija lipida (Mat Aron 1 sur., 2020). Izazov u takvoj proizvodnji predstavlja
kontrola C/N omjera, potrebna visoka koncentracija Secera i prisutnost inhibitora. Prednost
odvojene hidrolize i biokonverzije je veca ufinkovitost, s obzirom da se hidroliza obi¢no provodi
na temperaturi 40 — 50 °C, a uzgoj na 30 — 37 °C. Nedostatak je §to moze do¢i do inhibicije
hidrolitickih enzima visokom koncentracijom oslobodenih Secera. Da bi se to izbjeglo, hidroliza
1 fermentacija se mogu provoditi istovremeno pa mikroorganizmi odmah trose Secere nastale
hidrolizom. Ograni¢enje ove tehnike su razliCite potrebe enzima i mikroorganizama u smislu

temperature 1 pH vrijednosti (Zuccaro i sur., 2020).

Usko grlo mikrobne proizvodnje lipida je njihova ekstrakcija iz stanica s obzirom na
nedostatak dovoljno ucinkovitih i jeftinih metoda. Najcesce se primjenjuje ekstrakcija otapalima
jer omogucuje najveéi prinos ekstrahiranih lipida. Kako bi se smanjili ukupni troskovi,
istrazivanja se usmjeravaju na provodenje in situ transesterifikacije koja predstavlja ekstrakciju

lipida i konverziju u biodizel u jednom koraku (Zuccaro i sur., 2020).
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2.2.5.1.1. Rhodotorula sp.
Oleaginozni kvasci mogu brzo rasti na razli¢itim izvorima ugljika te imaju najvece poznate

brzine nakupljanja lipida od svih organizama (Brandenburg i sur., 2021). Imaju kratak Zivotni
ciklus, potrebno je manje rada u odnosu na proizvodnju biljnih ulja, manje su pogodeni
izmjenama godisnjih doba i proizvodnja ne ovisi o geografskoj lokaciji. Neki od rodova u kojima
su pronadeni su Rhodotorula, Rhodosporidium, Trichosporon 1 Lipomyces (Maza 1 sur., 2020).
Kada se uzgajaju u uvjetima limitacije duSikom, ali sa suviskom izvora ugljika, dolazi do
aktivacije kaskade reakcija koje dovode do stvaranja intermedijera kao Sto je acetil-CoA.
Oleaginozni kvasci tada proizvode lipide, pretezno triacilglicerole, zarazliku od ne-oleaginoznih
kvasaca koji ¢e u takvim uvjetima proizvoditi i nakupljati polisaharide. NajceS¢e masne kiseline
su oleinska (C18:1), linolna (C18:2), palmitinska (C16:0) 1 palmitoleinska (C16:1) kiselina
(Zuccaro 1 sur., 2020).

Naziv roda Rhodotorula dolazi od rije¢i rhodos (gr¢. crveno) i torus (lat. ispupcCenje).
Kolonije ovih kvasaca su obojene, mogu biti raznih nijansi krem, Zute, ruziCaste, narancaste ili
crvene boje koja potje¢e od pigmenata karotenoida. Vecina vrsta koje pripadaju ovom rodu su
mezofilni 1 aerobni organizmi, iako neki uspijevaju 1 pri niskim temperaturama (Kot1i sur., 2016).
Temperatura uzgoja ovisno o vrsti moze biti 18 — 30 °C (Mussagy i sur., 2022). Mogu
metabolizirati glukozu, galaktozu, saharozu, maltozu, trehalozu, etanol, glicerol i heksadekan
kao izvore ugljika. Mogu rasti u prisutnosti 10 % NacCl, a ne toleriraju koncentracije glukoze
iznad 50 %. Izolirani su iz raznolikih stanisSta, npr. zraka, tla, mora, jezera, hrane, ljudske koze.

Vecina sojeva je nepatogena (Kot i sur., 2016).

Kvasci iz roda Rhodotorula sp. mogu akumulirati 40 — 70 % w/w intracelularnih lipida
uz istovremeni suviSak izvora ugljika i limitaciju dusikom. Pokazalo se da imaju prednost pred
drugim vrstama oleaginoznih kvasaca jer mogu rasti na razli¢itim jeftinim izvorima ugljika kao
Sto su ugljikohidrati, organske kiseline, glicerol, otpadne vode, industrijski nusproizvodi. Na
lipogenezu takoder utje¢e koncentracija sumpora i fosfata u hranjivoj podlozi (Kot i sur., 2016).
Udio lipida 1 sastav masnih kiselina moze varirati ovisno o aeraciji, temperaturi, pH vrijednosti,
koncentraciji inokuluma, sastavu hranjive podloge, trajanju uzgoja i soju kvasca. Lipidi koje
sintetizira Rhodotorula sp. mogu se koristiti kao sirovina za proizvodnju biodizela, ali i kao izvor

nutritivno bogatih masnih kiselina (aditivi u hrani, dodaci prehrani) (Maza 1 sur., 2020).

Tipi¢an predstavnik ovog roda je Rhodotorula glutinis. Osim lipida, sintetizira industrijski

vazne karotenoide (B-karoten, torulen i torularodin) 1 enzime (lipaze, invertaze, pektinaze, tanin
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acil hidrolaze) (Kot i sur., 2016). Karotenoidi $tite stanicu kvasca od oksidacije 1 UV zracenja
(Mussagy 1 sur., 2022). No karotenoidi imaju i brojne pozitivne uc¢inke na ljudsko zdravlje, a

kako ih ljudski organizam ne moze sam sintetizirati, potrebno ih je unositi hranom. Mikrobna

sinteza karotenoida ucinkovitija je od izolacije iz biljaka ili kemijske sinteze (Kot i sur., 2016).

2.2.5.1.2. Schizochytrium sp.
Oleaginozne mikroalge su prokariotski ili eukariotski mikroorganizmi koji, zahvaljujuci

svojoj jednostavnoj stani¢noj strukturi, mogu brzo rasti u razliCitim uvjetima. Lipidi koje
nakupljaju sastoje se od zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina s 12 — 22 ugljikova atoma, a
neke od njih ubrajaju se u -3 1 w-6 obitelji masnih kiselina. Uz izvor ugljika, mikroalge za rast
zahtijevaju i druge nutrijente, posebno dusik i fosfor, stoga im se dodaju razli¢iti vitamini i soli.

Bitni parametri uzgoja su koncentracija kisika 1 CO2, temperatura, pH 1 intenzitet svjetla
(Zuccaro 1 sur., 2020).

Schizochytrium sp. je jednostani¢ni eukariotski heterotrofni morski mikroorganizam (Du i
sur., 2019). Neki znanstvenici ga ubrajaju u mikroalge, dok drugi navode da nije mikroalga jer
nema plastide i ne provodi fotosintezu te se klasificira kao Thraustochytrid (Du i sur., 2021).
Moze nakupljati lipide od 50 — 77 % w/w suhe tvari stanice (Shuba i Kifle., 2018). Sastav lipida
je jednostavan, prevladavaju miristinska (C14:0), palmitinska (C16:0), dokosapentaenoi¢na
(C22:5) i dokosaheksaenoicna (C22:6) kiselina. Miristinska i palmitinska kiselina mogu se
upotrijebiti za proizvodnju biodizela (Wang 1 sur, 2022). Posebno je od interesa
dokosaheksaenoi¢na kiselina (eng. docosahexaenoic acid, DHA) koja moze ¢initi 30 — 70 %
ukupnih masnih kiselina. DHA je esencijalna ®-3 masna kiselina koja moze regulirati upale,
oksidativni stres, imunitet 1 metabolizam kolesterola (Ding i sur., 2022). Izvori DHA su riblje
ulje 1 lipidi 1z mikroalgi, a mikroalgalna DHA se lakSe metabolizira u ljudskom tijelu (Wang 1
sur., 2021). Americ¢ka agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA),

dodijelila je DHA izoliranoj iz Schizochytrium sp. GRAS status (eng. Generally Recognized As
Safe) (Du i sur., 2021).

Schizochytrium sp. moze Koristiti Sirok raspon izvora ugljika medu kojima su glukoza,
glicerol, lignocelulozni hidrolizati, otpadne vode (Du1 sur., 2021). Kao izvor dusSika najéeSce se
primjenjuju kvascev ekstrakt, pepton ili natrijev glutamat. Nekisojevi mogu koristiti anorganske
izvore duSika, npr. amonijev sulfat, koji su jeftiniji te ih mikroorganizmi brze iskoriStavaju.
Visok omjer C/N opcenito pogoduje rastu biomase i nakupljanju lipida, ali ako je previsok

smanjit ¢e se udio DHA u lipidima. Idealno je 70 — 120 g/L izvora ugljika 1 8 — 11 g/L izvora
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dusika. Schizochytrium sp. za rast odgovara salinitet 2 — 50 g/L, a pH vrijednost 5 — 8 (Wang i
sur., 2021). Optimalna temperatura za uzgoj je u rasponu 20 — 30 °C (Polbrat i sur., 2021). Vise

temperature pogoduju rastu stanica, a nize temperature akumulaciji lipida (Wang i sur., 2021).

Ekstrakcija lipida iz stanica mikroalgi predstavlja izazov zbog kompleksne i ¢vrste stani¢ne
stijenke. Usporedbom razliCitih metoda razbijanja stani¢ne stijenke Schizochytrium sp.,
pokazalo se da tretman stanica lizozimom 1 celulazama prije ekstrakcije rezultira najbrZzom

ekstrakcijom 1najve¢im udjelom DHA (Chen 1 sur., 2023).

Osim lipida, proizvode 1 terpenoide, ukljucuju¢i karotenoide, sterole (kolesterol,
stigmasterol, lanosterol, cikloartenol) i1 skvalen (Bi i sur, 2023). Najvazniji karotenoid u
Schizochytrium sp. je astaksantin koji ima jako antioksidativno djelovanje 1 vaznu ulogu u

prevenciji raka (Du i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Radni mikroorganizmi koristeni u ovom radu su kvasac Rhodotorula sp. izoliran iz
Jadranskog mora i nalazi se u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inZenjerstvo,
industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo,
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu te mikroalga Schizochytrium sp. ATCC
20888 iz zbirke mikroorganizama American Type Culture Collection (ATCC, Sjedinjene

Americke Drzave).

3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga
U eksperimentu je kao lignocelulozna sirovina koriStena otpadnamorska travas 88,8 % suhe

tvari. Ostale sirovine koriStene za pripremu hranjivih podloga navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Sirovina Oznaka cCistoce Proizvodac
kvascev ekstrakt za mikrobiologiju Biolife, Italija
natrijev glutamat p.a. Sigvm a-Aldrieh,

Svicarska
magnezijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
morska sol techn. Solana Nin, Hrvatska
kalijev dihidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
amonijev sulfat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
kalcijev klorid dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska

3.1.3. Ostale kemikalije i enzimi

U eksperimentalnom radu koriStene su i kemikalije te enzimi navedeni u tablici 2.
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Tablica 2. Ostale kemikalije i enzimi koriSteni tijekom eksperimentalnog rada

Naziv kemikalije Oznaka cistoce Proizvodac
natrijev hidroksid p.a. Merck KGaA, Njemacka
sumporna kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev karbonat p.a. Kemika, Hrvatska
glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
monohidrat limunske
Kiseline p.a. Merck KGaA, Njemacka
3,5-dinitrosalicilna kiselina p.a. Sigma-Aldrich, Svicarska
natrijev sulfit p.a. Kemika, Hrvatska
fenol 99% Kemika, Hrvatska
kalij natrij tartarat p.a. Kemika, Hrvatska
metanol >99,9% Merck KGaA, Njemacka
kloroform >99,8% Honeywell, Njemacka
magnezijev klorid
heksahidrat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
cinkov sulfat heptahidrat 99% Merck KGaA, Njemacka
ampicilin p.a. Fisher Scientific, UK
Cellulaze enzyme blend za upotrebu u biotehnologiji Sigma-Aldrich, Svicarska
Viscoyzme L za upotrebu u biotehnologiji Novozymes, Danska

3.1.4. Hranjive podloge za uzgoj kvasca i mikroalge

Koncentracije soli koriStenih za pripremu hranjivih podloga za uzgoj kvasca prikazane su u

tablici 3. Pripremljene su koncentrirane otopine soli radi lakSeg dodavanja u podlogu 1

sterilizacije u autoklavu. Navedene koncentracije pojedinih soli dodane su u tikvicu sa 100 mL

filtrata kiselinske predobrade morske trave te tikvice s 50 g L-1i100 g L™! predobradene morske
trave u kojima je provedena enzimska hidroliza tijekom 48 sati.
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Tablica 3. Sastav hranjivih podloga

) - Koncentracija
Sastojak hranjive podloge . S
Podloga za uzgoj kvasca Podloga za uzgoj mikroalge
amonijev sulfat 5gL? -
kalijev dihidrogenfosfat 1gLt 1gLt
magnezijev sulfat
) 0,06gL? 2gL1?
heptahidrat
morska sol 15gL1? 25¢gL?
kalcijev klorid dihidrat 0,01glL? -
kvaséev ekstrakt 1gLt 10gL?
natrijev glutamat - 10gL1?

3.1.5. Oprema 1 aparatura

3.1.5.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

U eksperimentalnom radu koriSten je uredaj za tekucinsko kromatografiju ultravisoke
djelotvornosti (Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) 1290 Infinity 11 (Agilent
Technologies, SAD). Uredaj se sastoji od pumpe (G7104A), automatskog injektora (G7167B),
peénice (G7116B), analiticke kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Rezex ROA-Organic Acid
H+; Phenomenex, SAD) s odgovaraju¢om pretkolonom, detektora indeksa loma (G7162A 1260
RID), modula za kontrolu sustava i racunalnog programa za obradu podataka (OpenLAB CDS).

3.1.5.2. Preostala oprema i aparatura

Uz navedeni uredaj te laboratorijsko posude i pribor, koristena je i sljedeca oprema:

»  UV/Vis spektrofotometar (Cary 100 UV-Vis, Agilent Technologies, SAD)
= analiticka vaga (Sartorius, Njemacka; Acculab, SAD)

= tehnicka vaga (Tehtnica ET-1111, Slovenija)

= mlinac za kavu (Gorenje, Slovenija)

= vodena kupelj (Sutjeska, Jugoslavija)

= centrifuga (ThermoFisher Scientific SL 8R, SAD; Witeg, Njemacka)
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= laboratorijski termostat-inkubator (BTE-S, Termo-medicinski aparati Bodalec &
Havoi¢, Hrvatska)

» suSionik (Instumentaria ST-50, Hrvatska)

* magnetna mijesalica (Cimarec i Poly, Thermo Scientific, SAD)

= laboratorijska tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Sartorius Group,
Njemacka)

= vortex mikser (WM-10, Witeg, Njemacka)

= autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

= ledomat (AF-10, Scotsman, Italija)

= mufolna pe¢ (IP-08, Iskraterm, Slovenija)

* boca plina s dusikom (Messer Croatia Plin, Hrvatska)

= hladnjak i zamrzivac

3.2. METODE

3.2.1. Predobrada morske trave kiselinom 1 luZzinom

Provedena je kiselinska i alkalna predobrada morske trave s tri razli¢ite koncentracije
Kiseline, odnosno luzine. Koristene su 0,15 M, 0,3 M i 0,75 M H2SO4 za kiselinsku te 0,15 M,
0,3 M i 0,75 M NaOH za alkalnu predobradu. Pocetni omjer tekuéeg dijela (otopine sumporne
kiseline, tj. natrijeve luzine) i &vrstog dijela (morske trave) iznosio je L:S = 15:1 (mL g1). Po 5
g suhe tvari morske trave (prethodno usitnjene Skarama na duzinu oko 2 cm) pomijesano je u
odgovaraju¢em omjeru s kiselinom/luzinom u Erlenmeyerovim tikvicama od 300 mL koje su
zatim stavljene u vodenu kupelj na temperaturu 80 °C tijekom 24 sata. Predobradena sirovina je
filtrirana preko Biichnerovog lijevka. Filtrat je spremljen na -20 °C, a Cvrsti ostatak je ispran
kipu¢éom vodom do neutralnog pH i osusen na 50 °C te kasnije usitnjen u mlincu i koristen za
odredivanje koncentracije ugljikohidrata i lignina, odredivanje udjela suhe tvari i1 pepela te

enzimsku hidrolizu.

3.2.2. Optimiranje enzimske hidrolize morske trave

Ispitan je uc¢inak koncentracije sirovine i dodanog celulolitickog enzima (Cellulase enzyme
blend) te enzimskog pripravka Viscozyme L na u¢inkovitost hidrolize izvorne sirovine (morske
trave). Enzimska hidroliza provedena je u ukupnom volumenu od 30 mL. U Erlenmeyerove

tikvice od 100 mL dodano je 5 % (1,5 g), odnosno 10 % (3 g) sirovine usitnjene u mlincu.
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Tikvice su zatvorene vatenim ¢epom i sterilizirane u autoklavu. Nakon hladenja, u tikvice je u
asepticnim uvjetima dodano po 30 mL takoder steriliziranog citratnog pufera (¢ = 50 mM, pH
4,8), antibiotik (ampicilin 100 mg L-!) i enzim/i. Celulaze su dodane u koli¢ini od 5, 15 i 30
FPU/g glukana, a Viscozyme 0,01 g proteina/g suhe tvari sirovine te u volumnom omjeru 1:1
(mL/mL) s celulazama. Viscozyme je mjeSavina razliCitth enzima specijaliziranih za
lignocelulozu. Neki od tih enzima su arabinaze, celulaze, hemicelulaze, ksilanaze i B-glukanaze.
Sastav reakcijskih smjesa prikazan je u tablici 4. Enzimska hidroliza provedena je tijekom 24 h
na 50 °C uz konstantno mijeSanje na magnetnoj mijesalici. Teku¢i dio smjese izdvojen je za
odredivanje koncentracije ugljikohidrata. U tu svrhu, nekoliko mililitara uzorka je u plasticnim
kivetama od 15 mL kuhano u kipu¢oj vodenoj kupelji 10 min kako bi se denaturirali 1 istalozili

proteini. Kivete su zatim ohladene u ledu te centrifugirane 10 min pri 6000 rpm. U bistrom

supernatantu odredena je koncentracija ugljikohidrata UPLC analizom.

Tablica 4. Sastav reakcijskih smjesa za enzimsku hidrolizu neobradene sirovine

Tikvica 1 2 3 4 5 6 7 8

Sirovina
5 5 5 10 10 10 10 10

(%)

Celulaze
5 15 30 5 15 30 15 15

(FPU g'1)
Viscozyme 0,01 1:1

L gg? mL/mL

3.2.3. Enzimska hidroliza predobradene sirovine

Na temelju rezultata enzimske hidrolize izvorne morske trave, odabrani su uvjeti enzimske
hidrolize za predobradenu sirovinu. U plasticne kivete volumena 15 mL stavljeno je 5 %,
odnosno 10 % predobradene sirovine u 4 mL 50 mM citratnog pufera te je dodano 15 FPU
celulaza/g glukana i Viscozyme u volumnom omjeru 1:1 (mL/mL) prema volumenu dodanih
celulaza. Takoder je dodan ampicilin (100 mg L-1). Sirovina i pufer su prethodno sterilizirani u
autoklavu te je dodavanje enzima provedeno u aseptinim uvjetima. Enzimska hidroliza
provedena je na 50 °C tijekom 24 h uz konstantno mijeSanje na tresilici. Nakon hidrolize enzimi
su denaturirani kuhanjem te je centifugiranjem izdvojen supernatant za odredivanje

koncentracije ugljikohidrata.
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3.2.4. Kiselinska predobrada i enzimska hidroliza morske trave te uzgoj kvasca i mikroalge

Prema postignutom iskoriStenju enzimske hidrolize predobradene sirovine, kao metoda
predobrade odabrana je Kiselinska hidroliza morske trave s 0,3 M sumpornom Kkiselinom.
Skarama je usitnjeno 200 g morske trave na duzinu oko 2 cm i dodana je kiselina u omjeru L:S
=15:1 (mL g'1). Erlenmeyerove tikvice sa smjesom stavljene su u vodenu kupelj 24 sata na 80
°C. Predobradena sirovina je procijedena preko plasticnog cjedila te je filtrat spremljen na -20
°C. Cvrsti dio ispran je kipu¢om vodom do neutralnog pH, osusen i usitnjen u mlincu. Nakon
toga je provedena enzimska hidroliza predobradene sirovine uz dodatak celulaza u koli¢ini od
15 FPU/gramu glukana i jednakog volumena Viscozyme-a. U 100 mL citratnog pufera (50 mM),
u tikvicama od 300 mL, dodano je 5 % (g/mL) usitnjene predobradene sirovine. Nakon 24 sata
enzimske hidrolize uzeti su uzorci za analizu koncentracije Secera te je u dio tikvica dodano jos
5 % sirovine pri ¢emu je u te tikvice odmah na pocetku bila dodana ukupna koli¢ina enzima.
Predobradena sirovina i pufer su prethodno sterilizirani u autoklavu. Tikvice su 48 sati nakon
pocetka enzimske hidrolize nacijepljene s 10 % (mL/mL) inokuluma kvasca, odnosno

mikroalge, uz dodatak potrebnih soli. Takoder su nacijepljene i tikvice u kojima je podloga
pripremljena na bazi filtrata kiselinske hidrolize morske trave.

Uzgoj je proveden tijekom 7 dana na laboratorijskoj tresilici na temperaturi 25 °C. Tre¢i,
peti i sedmi dan za kvasac, odnosno drugi, ¢etvrti i sedmi dan za mikroalgu, uzeta je po jedna
tikvica radi analize. Sadrzaj tikvice je centrifugiran u plasticnoj kiveti 10 min pri 6000 rpm.
Supernatant je izdvojen za odredivanje koncentracije ugljikohidrata, a talog je resuspendiran u
deioniziranoj vodi kako bi se isprali ostaci podloge i soli. Ponovljeno je centrifugiranje te je

supernatant odbacen, a talog spremljen na -20 °C.

Kada je zavrSen uzgoj, talozi su odledeni i osuSeni u suSioniku na 55 °C na prethodno

izvaganom masnom papiru. Nakon suSenja Su izvagani i usitnjeni u mlincu za kavu.

3.2.5. Analiticke metode

3.2.5.1. Gravimetrijsko odredivanje udjela suhe tvari u morskoj travi
Morska trava usitnjena je u mlincu za kavu te je na analitickoj vagi u Petrijevu zdjelicu

odvagano 0,5 g morske trave koja je zatim osusena u susSioniku na 105 °C do konstantne mase.
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Nakon hladenja u eksikatoru, Petrijeva zdjelica s osusenom sirovinom je ponovno izvagana.

Udio vlage, odnosno suhe tvari, izracunat je prema izrazu:

X = 255100 (%) (1]
m,

gdje je:
X —udio suhe tvari (%)
Ms — masa osusene morske trave (g)

my — masa vlazne morske trave (g).

3.2.5.2. Gravimetrijsko odredivanje sadrzaja pepela u morskoj travi

U prethodno Zarene i1 izvagane porculanske lonci¢e, odvagano je 0,5 g zracno suhe
neobradene 1 predobradene morske trave te je uzorak osuSen do konstantne mase na 105 °C i
izvagan kako bi se pocetna masa sirovine korigirala za udio vlage. Lonci¢i sa sirovinom su
zagrijavani na Bunsenovom plameniku do potpune karbonizacije, a zatim preneseni u mufolnu

pec¢ zagrijanu na 550 °C gdje su Zareni do konstantne mase. Nakon hladenja u eksikatoru, lonci¢i

su izvagani te je udio pepela izracunat prema formuli:

w, = —2 %100 (%) 2]
m, XX

pri cemu je:

mp — masa pepela (g)

mu - masa uzorka ()

X — udio suhe tvari u uzorku (%).

3.2.5.3. Kiselinska hidroliza sirovine

Kako bi se u izvornoj i predobradenoj morskoj travi odredila koncentracija ugljikohidrata te
lignina topljivog i netopljivog u kiselini, provedena je kiselinska hidroliza. U okruglu tikvicu s
ravnim dnom dodano je 0,4 g sirovine usitnjene u mlincu i 4 mL 72 %-tne H2SO4. Sadrzaj u

tikvici povremeno je mijeSan staklenim $tapi¢em kako bi se ostvario $to bolji kontakt sirovine i
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kiseline. Nakon jednog sata inkubacije u termostatu na temperaturi 30 °C, dodano je 112 mL
demineralizirane vodetako daje koncentracija sumporne Kiseline iznosila 4 %. Uzorci su kuhani
4 sata uz povratno hladilo. Nakon kuhanja, vruéi uzorak je profiltriran kroz prethodno osusen i
izvagan celulozni filter postavljen na Biichnerov lijevak. U zaostalom ¢vrstom dijelu sirovine na
filter papiru odreden je lignin netopljiv u kiselini, a u filtratu koncentracija ugljikohidrata i
lignina topljivog u kiselini. Koncentracija ugljikohidrata odredena je UPLC analizom prije ¢ega

su filtrati neutralizirani kalcijevim karbonatom do pH vrijednosti = 4.

3.2.5.4. Odredivanje udjela lignina netopljivog u kiselini
Talog na filter papiru nakon kiselinske hidrolize najprije je ispiran kipu¢om deioniziranom

vodom do neutralnog pH, a zatim je osuSen je u susioniku na 105 °C i izvagan. Udio lignina

netopljivog u kiselini izraunat je prema formuli:

W(LNTK) _ M (y5ugeni filter papir s talogom) — M(osuseni prazni fiter papir) % 100 (%) [3]
My z0rak sirovine uzet za analizu)
3.2.5.5. Odredivanje udjela lignina topljivog u kiselini
Udio lignina topljivog u kiselini odreden je u filtratu kiselinske hidrolize, mjerenjem
apsorbancije pri valnoj duljini 205 nm UV/Vis spektrofotometrom. Uzorak je prethodno

razrijeden deioniziranom vodom kako bi apsorbancija bila u podrucju od 0,7 do 1. Udio lignina

topljivog u kiselini izracunat je prema izrazu:

(LTK)—AXDXV
W oxb

x100 (%) [4]
Xm

gdje je:

A = apsorbancija uzorka pri 205 nm
D = faktor razrjedenja

V =volumen filtrata (L)

o = konstanta, 110 g L't cm?

b = Sirina kivete (1 cm)

m = masa uzorka (g).
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3.2.5.6. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UPLC analiza)

Identifikacija i kvantifikacija ugljikohidrata te limunske, octene i mravlje kiseline u
kiselinskim hidrolizatima izvorne i predobradene sirovine, sirovini nakon izvrSene enzimske
hidrolize te hranjivim podlogama provedena je tekucinskom kromatografijom ultravisoke

djelotvornosti.

U supernatantima hranjivih podloga izdvojenih tijekom uzgoja kvasca i mikroalge
provedeno je talozenje proteina cinkovim (IT) sulfatom. U 750 uL supernatanta dodano je 750
uL 10 %-tne otopine cinkovog (II) sulfata, sadrzaj je vorteksiran i1 ostavljen na mirovanju 15
minuta. Nakon toga je centrifugiran na 10 000 rpm 10 minuta kako bi se proteini istalozili te je

za analizu izdvojen supernatant.

Svi uzorci profiltrirani su kroz najlonski filter veli¢ine pora 0,2 nm u vijale za UPLC analizu.
Na kromatografsku kolonu injektirano je 10 uL pojedinog uzorka. Kao mobilna faza koristena
je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Brzina mobilne faze iznosila je 0,6 mL min', a
temperatura pecnice 60 °C. Kromatogrami su analizirani pomoc¢u raCunalnog programa
OpenLAB CDS. Koncentracija spoja izraCunata je pomoc¢u jednadZzbi bazdarnih pravaca koje
prikazuju ovisnost povrSine ispod krivulje pika (A) o koncentraciji spoja (X)
(tablica 5).

Tablica 5. Retencijska vremena i jednadzbe bazdarnih pravaca komponenti odredenih u

hidrolizatima morske trave tijekom eksperimenta

Spoj Rete-rlcijsko Jednadzba bazdarnog pravca R?
vrijeme

Galakturonska kiselina 4,992 A =11977x - 1302,3 1,0000
Glukoza 5,080 A =140381,12x — 157,58 1,0000
Ksiloza 5,590 A =144244x — 1142,6 0,9991
Arabinoza 5,604 A =128443x — 3314,1 0,9989
Limunska kiselina 4,661 A =141807x - 13750 0,9997
Mravlja kiselina 7,400 A = 47328x + 53,595 1,0000

Octena kiselina 7,683 A =57358x + 697,25 0,98
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3.2.5.7. Odredivanje koncentracije reducirajucih Secera DNS metodom

Aktivnost enzimskog pripravka celulaza koriStenog u eksperimentalnom radu odredena je
pomoc¢u DNS metode (Miller, 1959). Metoda se temelji na spektrofotometrijskom odredivanju
koncentracije reducirajucih Secera Cija slobodna karbonilna skupina u luZnatoj sredini reagira s
3,5-dinitrosalicilnom kiselinom (DNS). Karbonilna skupina Secera oksidira u karboksilnu, a 3,5-
dinitrosalicilna kiselina reducira u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu. Jedan mol Secera reagira s
jednim molom DNS kiseline pri cemu DNS reagens mijenja boju iz svijetlo Zuteu crveno smedu.
Koncentracija nastale 3-amino-5-nitrosalicilne kiseline odreduje se mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini 575 nm.

Pripremljeni su sljede¢i reagensi:

o Citratni pufer:
Pripremljen je 1 M pufer otapanjem 210 g monohidrata limunske kiseline u 750 mL vode te je
dodano50-60 g NaOH dabi se pH vrijednost podesila na 4,3. Zatim je dodanavodado ukupnog

volumena 1 L te je provjerena pH vrijednost koja mora iznositi 4,5. Pufer je po potrebi

razrjedivan demineraliziranom vodom u omjeru 1:20 kako bi se dobio 50 mM citratni pufer.

e DNS reagens
U 100 mL demineralizirane vode otopljeno je 1 g 3,5-dinitrosalicilne kiseline, 0,05 g natrijevog

sulfitai 1 g NaOH te je dodano 0,2 mL fenola. Reagens je ¢uvan u tamnoj boci na +4°C.

e Rochelleove soli:

20 g kalij natrij tartarata otopljeno je u 50 mL demineralizirane vode.

e Standardna otopina glukoze:

Otopljen je 1 g glukoze u 100 mL demineralizirane vode.

Postupak:

U epruvetama su pripremljeni razrijedeni standardi glukoze na sljede¢i nacin:
GS1: 1 mL standardne otopine glukoze + 4 mL 50 mM citratnog pufera.
GS2: 1 mL standardne otopine glukoze + 2 mL 50 mM citratnog pufera.
GS3: 1 mL standardne otopine glukoze + 1 mL 50 mM citratnog pufera.

GS4: 1 mL standardne otopine glukoze + 0,5 mL 50 mM citratnog pufera.
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Po 0,5 mL pojedinog standarda glukoze (GS1 — GS4) i 1 mL 50 mM citratnog pufera stavljeno
je u epruvetu te je dodan 1,5 mL DNS reagensa. Napravljena je i slijepa proba koja je umjesto
glukoznog standarda sadrzavala 1,5 mL deionizirane vode. Reakcijska smjesa se 15 min kuhala
u vodi koja klju¢a. Epruvete su ohladene u hladnoj vodi te je dodano 0,5 mL. Rochelleovih soli.
Razrijedeno je 0,6 mL uzorka sa 7,5 mL demineralizirane vode te je izmjerena apsorbancija pri

575 nm prema slijepoj probi.

3.2.5.8. Odredivanje celuloliticke aktivnosti enzimskog pripravka

Ukupna celuloliticka aktivnost enzimskog pripravka odredena je FPA testom (eng. Filter
Paper Assay) sa supstratom netopljivim u vodi (filter papir Whatman No. 1) propisanim od
strane Medunarodne unije za Cistu i primijenjenu kemiju (eng. International Union for Pure and
Applied Chemistry, IUPAC). Testom se odreduje koli¢ina enzima potrebnog za oslobadanje 4
mg mL! glukoze hidrolizom 50 mg filter papira tijekom 60 min pri 50 °C. Ukupna celuloliticka

aktivnost iskazuje se kao FPU (eng. Filter Paper Units) po mililitru originalnog enzimskog
pripravka.

Postupak:

Pripremljena su razli¢ita razrjedenja enzimskog pripravka. U epruvete je dodan 1 mL 50
mM citratnog pufera te je u njega potopljen supstrat, zarolan filter papir dimenzija 1,0 x 6,0 cm.
Slijepa proba je sadrzavala 1,5 mL citratnog pufera te supstratna kontrola 1,5 mL pufera i
supstrat. Za svako razrjedenje enzima pripremljena je enzimska kontrola s 1 mL pufera. Epruvete
su inkubirane 10 min u vodenoj kupelji na 50 °C. U epruvete sa supstratom i enzimskom
kontrolom dodano je 0,5 mL odgovarajuceg enzimskog razrjedenja te su sve epruvete inkubirane
u vodenoj kupelji 60 min na 50 °C. Enzimska reakcija je zaustavljena dodatkom 1,5 mL DNS

reagensa te je koncentracija reduciraju¢ih Secera odredena DNS metodom.

IzraCunavanje celuloliticke aktivnosti:

Nacrtan je bazdarni pravac, tj. ovisnost apsorbancije As7s 0 koncentraciji glukoze
izmjerene DNS metodom sa standardnim otopinama glukoze. Izracunata je razlika apsorbancije
(AA) pojedinog razrjedenja enzimskog pripravka i sume apsorbancija odgovarajucih enzimskih
1 supstratnih kontrola. 1z jednadzbe baZzdarnog pravca, uvrStavanjem AA, izraunata je

oslobodena koncentracija glukoze za svako razrjedenje te je u bazdarni dijagram ucrtana
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ovisnost razrjedenja enzima uzetog u reakciju o odgovarajucoj koncentraciji glukoze. Na temelju
dobivenog pravca odredeno je razrjedenje enzimskog pripravka (enzyme dilution rate, EDR)

potrebno da se oslobodi 4 mg glukoze.

Ukupna celuloliticka aktivnost enzimskog pripravka odredena je prema jednadzbi:

0,37
EDR

FPA = (FPUmL™") [5]

gdje je 4 mg glukoze = 4 mg/(0,18 mg pmoltx 1 mL x 60 min) = 0,37 pmol min"t mL"L,

3.2.5.9. Odredivanje udjela lipida u uzorku

Ekstrakcija lipida iz stani¢ne biomase kvasca Rhodotorula sp. i mikroalge Schizochytrium
sp. provedena je ekstrakcijom tekuce-tekuce prema propisu Schneitera i Dauma (2006). 150 mg
osusenog i usitnjenog taloga u kojem su se nalazile stanice kvasca, odnosno mikroalge, stavljeno
je u staklene kivete te je dodano 0,3 mL vode, 2 mL metanola i 4 g staklenih kuglica promjera
0,25 — 0,3 mm. Stanice su razbijane vorteksiranjem tijekom 10 minuta. U Kivete je dodano 4 mL
kloroforma te je sadrzaj ponovno dobro vorteksiran. Ekstrakcija stani¢nih lipida je provedena uz
mijesanje na tresilici preko no¢i. Talog i staklene kuglice uklonjeni su filtracijom uzorka kroz
sinter lijevak, uzispiranje smjesom kloroforma i metanola u omjeru 2:1 (v/v). Ekstrakt lipida je
procis¢en dodatkom 0,034 % MgCl2 (20 % volumena ekstrakta) uz mijeSanje na vortex mikseru.
Nakon odvajanja faza, donja kloroformska faza izdvojena je pomocu Sprice s iglom i prenesena
u Cistu izvaganu epruvetu. Kloroform je iz ekstrakta uklonjen propuhivanjem uzorka plinovitim

dusikom. Epruveta je izvagana na analitickoj vagi te je udio lipida u uzorku izracunat prema

sljede¢oj jednadZzbi:

W, = % % 100 (%) [6]
pri ¢emu je:
wi = udio lipida u uzorku (%)

M1 = masa prazne epruvete (g)

m2 = masa epruvete s lipidima (g)
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mu = masa uzorka uzetog u analizu (g).

3.2.6. IzraCunavanje udjela strukturnih ugljikohidrata

Masa polisaharida (glukana, ksilana, arabinana) u sirovini izraCunata je iz mase
odgovaraju¢ih monosaharida (glukana, ksilana, arabinana) u izvornoj i predobradenoj sirovini
nakon kiselinske hidrolize te enzimskim hidrolizatima uz pomo¢ korektivnog faktora prema
jednadzbi:

my =7y X Viidrolizat* K¢ [7]

gdje je:
mp = masa polisaharida ()
Ymsah = koncentracija monosaharida (g L)

Vhidrolizat = VOlumen hidrolizata/filtrata (L)

K = korektivni faktor, omjer molekulske mase monomerne gradevne jedinice ugljikohidrata 1
monosaharida: za pentoze (ksiloza i arabinoza) K¢ = 0,88 (132 g mol!/ 150 g mol?),
za heksoze (glukoza) Kf=0,9 (162 g mol-1/ 180 g mol1).

Udio strukturnih ugljikohidrata (wcHo, %) u suhoj tvari sirovine racuna se prema sljedecoj

jednadzbi:

m
Wepo = ————— 100 % 8]

1’nuz X Ws.tv.

gdje je:
mp = masa polisaharida ()
muz = masa uzorka za analizu (g)

Ws.tv. = udio suhe tvari u sirovini.
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3.2.7. IzraCunavanje iskoriStenja sirovine

IskoriStenje sirovine postignuto predobradom (1, %) izraunato je prema jednadzbi:

_ ) 0
n=—"2 %100 % [9]

ms.tv.l

uz:
Ms.tv.1 = Masa suhe tvari izvorne sirovine (g)

Ms.tv.2 = masa suhe tvari predobradene sirovine (g).

3.2.8. IzraCunavanje iskoriStenja pojedinog polisaharida iudjela uklonjenog lignina
Nakon provedene kiselinske i alkalne predobrade, izraCunata su iskoriStenja (mp, %)

pojedinih polisaharida za razli¢ite uvjete predobrade prema jednadzbi:

Mgy X Wy X Weno

n, = X 100 % [10]

msirx W tv./sir X W CHOVsir

pri ¢emu je:

mrk = masa filtarskog kolaca, tj. ¢vrste faze nakon predobrade (g); ws.wv. = udio suhe tvari u
predobradenoj sirovini; wcHo= udio polisaharida u predobradenoj sirovini; msir = masa izvorne
sirovine uzete za predobradu (g); Ws.wv.isir = udio suhe tvari u izvornoj sirovini; WcHossir = udio
polisaharida u izvornoj sirovini.

Na sli¢an nacin izracunat je udio lignina (Wukl.lignin, %) uklonjenog predobradom pri razli¢itim

uvjetima:

Mgy X Wity X Wlignin

‘N/ . . = 1 —_—
ukl. lignin <
mg;, X Ws.tv./sir X W]ignin/sir

)x 100 % [11]

gdje je:

Wiignin = udio lignina u predobradenoj sirovini; Wiignin/sir = udio lignina u izvornoj sirovini.
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3.2.9. IzraCunavanje iskoriStenja enzimske hidrolize

IskoriStenje enzimske hidrolize (neH, %), tj. udio hidroliziranog polisaharida, izraGunato je

prema sljede¢oj jednadzbi:

= M x100%  [12]

n
EH
my;, x Ws.tv. x Wpsir

gdje je:

mp = masa polisaharida u enzimskom hidrolizatu (g); msir= masa izvorne/predobradene sirovine

uzete za enzimsku hidrolizu (g); Ws.tv. = udio suhe tvari u izvornoj/predobradenoj sirovini;

Wessir = udio polisaharida u izvornoj/predobradenoj sirovini.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu istrazivana je moguc¢nost primjene otpadne morske trave kao izvora ugljika za
rast kvasca Rhodotorula sp.imikroalge Schizochytrium sp i sintezu lipida. Otpadna morska trava
sadrzavala je veéim dijelom listove posidonije, oceanski porost ili vogu (lat. Posidonia
oceanica) za koju je poznato da sadrzi visok udjel ugljikohidrata (celuloza 42,9 %, hemiceluloza
13,6 %) i znacajne koli¢ine lignina (23,8 %) (Pilvtepe i sur., 2013). Morska trava se djelovanjem
morskih struja nakuplja na obalama Jadrana i tretira se isklju¢ivo kao otpad. U proslosti se suha
morska trava primjenjivala se za ishranu stoke, u poljoprivredi, gradevinskom sektoru, tekstilnoj
industriji, proizvodnji papira itd. (Voca 1 sur., 2019). Osim ugljikohidrata i lignina, morske trave
obiluju i drugim funkcionalnim tvarima kao §to su proteini, lipidi, polifenoli, pigmenti i druge
bioloski aktivne tvari s antivirusnim, antimikrobnim i antikancerogenim djelovanjem koji bi
biorafineriji omogucili dodatan izvor prihoda od njihove prodaje (Xu i sur., 2023). Cilj ovoga
rada bio je hidrolizirati otpadnu morsku travu do jednostavnih Secera koje bi mikroorganizmi
koristili kao izvor ugljika za rast 1 sintezu lipida. U prvom dijelu istraZivanja kiselinskom
hidrolizom odreden je sastav izvorne sirovine za uzgoj (udjel ugljikohidrata i Secera), uz
gravimetrijsko odredivanje udjela suhe tvari 1 pepela. Provedena je kiselinska 1 alkalna
predobrada sirovine i optimizacija enzimske hidrolize u cilju poboljSanja prinosa fermentabilnih
Secera. Koncentracija sulfatne kiseline 1 natrijeve luZine za predobradu sirovine iznosila je 0,15
M, 0,3 M 10,75 M uz omjer tekuceg (otopine) i ¢vrstog dijela (izvorne sirovine) 15:1 (mL/g).
Predobrada je trajala 24 h na temperaturi 80 °C. Enzimska hidroliza je najprije provedena s 5 %
110 % (g/mL) izvorne sirovine uz dodatak 5, 15 1 30 FPU celulaza/g glukana te enzimskog
preparata Viscozyme 0,01 g proteina/g suhe tvari sirovine i u volumnom omjeru 1:1 (mL/mL) s

obzirom na volumen dodanog celulolitickog enzima.

Eksperimentalno je odredena aktivnost celulolitickog preparata prema filter papiru kao
supstratu (eng. Filter Paper Assay). Za enzimsku hidrolizu predobradene sirovine u idu¢em
eksperimentu koristeno je 15 FPU celulolitickih enzima /g glukana uz 5 %1 10 % (g/mL) izvorne
sirovine te Viscozyme u volumnom omjeru 1:1 (mL/mL) prema volumenu dodanih
celulolitickih enzima. Koncentracije monosaharida odredene su UPLC analizom te su izra¢unati
udjeli hidroliziranih polisaharida. Nakon odabira uvjeta koji su omogucili najve¢i prinos
fermentabilnih Secera, proveden je uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i mikroalge Schizochytrium sp.
na predobradenoj i oSec¢erenoj morskoj travi. Tijekom uzgoja su uzimani uzorci kako bi se

odredila koncentracija monosaharida u supernatantu i masa lipida u talogu hranjive podloge.
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4.1. SASTAV 1ZVORNE SIROVINE

Sastav morske trave P. oceanica koriStene u ovom radu odreden je metodama opisanim u
Poglavlju 3.2.5. i prikazan je naslici 3. Prema vrijednosti koncentracija monosaharida (glukoze,
ksiloze 1 arabinoze), odredenih UPLC analizom, izraCunate su njihove mase u kiselinskom
hidrolizatu te su pomoc¢u odgovarajuéih korekcijskih faktora (0,88 za pentoze i1 0,9 za heksoze)
preracunate u mase i udjele polisaharida (glukana, ksilana i arabinana) prisutnih u izvornoj

sirovini.
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Slika 3. Sastav suhe tvari morske trave (LTK = lignin topljiv u kiselini, LNTK = lignin

netopljiv u kiselini)

U zra¢no suhoj morskoj travi odredeno je 11,2 % vlage. Najveci udio u sastavu morske
trave Cine ugljikohidrati, ukupno 34,08 % suhe tvari, pri cemu prevladava glukan. Analiticka
kolona koriStena u ovom radu ne moze razdvojiti ksilozu, galaktozu i manozu i imaju isto
retencijsko vrijeme. Uz ugljikohidrate, kao sastavni dio lignocelulozne sirovine, prisutan je i
lignin koji ukupno (lignin topljiv i lignin netopljiv u kiselini) ¢ini 13,39 % suhe tvari. Octena i
mravlja kiselina nastale su tijekom postupka kiselinske hidrolize, uslijed hidrolize esterificiranih
—OH skupina s Secera.

P. oceanica sastoji se od 30— 40 % celuloze, 15— 25 % hemiceluloze i 25 — 30 % lignina
(Khadraoui, 2022; Voca i sur., 2019; Pilavtepe i sur., 2013). Prema Masri 1 sur. (2017) glukoza
¢ini 55,99 %, ksiloza s manozom i fruktozom 3,67 % (w/w), ramnoza 7,17 % (w/w) i fukoza
1,23 % (w/w) suhe tvari. Ben Salem i sur. (2017) navode da je ukupan udio Secera u sirovini

53,40, a ¢ine ga galaktoza (25,38 mol %), glukoza (24,37 mol %), arabinoza (21,64 mol %),
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ramnoza (11,83 mol %), ksiloza (10,88 mol %) i fukoza (5,90 mol %). Sastav sirovine moze
varirati zbog razli¢itth uvjeta u staniStu kao §to je klima te sastav morske vode i sedimenta, ali 1
zbog izlozenosti suncevoj svijetlosti 1 drugim vremenskim uvjetima na obali nakon §to je lis¢e
izbaceno iz mora (Masri 1 sur., 2017). Manje razlike javljaju se takoder ovisno o primijenjenim
metodama odredivanja i uvjetima separacije komponenti (Ben Salem i sur., 2017).

Odreden je 1 udio pepela, kao anorganski ostatak nakon izgaranja biomase, 1 on iznosi 26,76
% S§to je znacajno vise od literaturnih 11 % (Masri 1 sur., 2017) i 17 % (Chiodo i sur., 2015).
Medutim, u istrazivanju Voca 1 sur. (2019), gdje su uzorci morske trave (P. oceanica) bili
sakupljeni s tri razliCite lokacije zapadne obale Istre, uoc¢eno je da udio pepela u suhoj biomasi,
koja je neko vrijeme lezala na obali, varira urasponu 15 —27 % ovisno o lokaciji te je visi (preko
30 %) 1 manje varira u svjezoj biomasi sakupljenoj iz morske vode. Moze se zakljuciti da na
sastav pepela utjeCu razliCiti vanjski utjecaji kojima je biomasa izloZzena te da susenjem dolazi
do smanjena udjela pepela. Za razliku od drvne biomase koja uglavnom sadrzi niske udjele
anorganskih tvari u vlaknima, lisna tkiva sadrzavaju vece koncentracije mineralnih tvari radi
njihove akumulacije u vakuolama i citosolu (Voca i sur., 2019). U istrazivanju Masri i sur. (2017)
glavni anorganski elementi identificirani u pepelu posidonije bili su kalcij 1 magnezij, uz nesto
manje prisutne sumpor, aluminij istroncij. Osim §to je morska trava bogata mineralnim tvarima,
visok udio pepela moze biti i posljedica prisutnosti pijeska i razli¢itih drugih (mikro)organizama
(npr. dijatomeja) na listovima s obzirom da biomasa nije bila oprana prije eksperimenta (Kanjer
isur., 2019). Pranje svjezom vodom nije pozeljan korak u industrijskom mjerilu zbog povecanja
troskova procesa (Lymperatou i sur., 2022).

Ostatak sastava posidonije koji nije odreden u ovom radu prema literaturi ¢ine lipidi 2,3 %,
proteini 0,5 % (Masri 1 sur., 2017), tanini 5 — 10 %, slobodne ili esterski vezane fenolne kiseline

2 % te klorofil, kutin i voskovi (Kaal i sur., 2016).

4.2. KISELINSKA ITALKALNA PREDOBRADA OTPADNE MORSKE TRAVE

Poput ostalih lignoceluloznih sirovina, morsku travu je potrebno predobraditi da bi se mogla
koristiti kao sirovina u biotehnoloskim procesima. NajceSce istraZivane 1 primjenjivane metode
su kiselinska 1 alkalna predobrada. Vazni parametri prilikom predobrade su temperatura, trajanje
1 koncentracija kiseline, odnosno luzine. Visoke koncentracije kiseline zahtijevaju nize
temperature, krace trajanje procesa i omogucuju visoke prinose saharifikacije, no nisu pozeljne

zbog izrazite korozivnosti i toksi¢nosti te visoke cijene (Behera i sur., 2014). Iz tog razloga, u
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ovom radu su odabrane niZe koncentracije kiseline i luzine uz zadrZzavanje na nizoj temperaturi,
ali kroz dulje vrijeme.

Predobrada morske trave provedena je sa sulfathom kiselinom i natrijevom luZinom u
koncentracijama 0,15 M, 0,3 M i 0,75 M. Ostali uvjeti (trajanje 24 h, temperatura 80 °C, omjer
tekuceg 1 Cvrstog dijela 15:1 (mL/g)) bili su jednaki za sve koncentracije. Sastav ¢vrste faze
predobradene sirovine odreden je UPLC analizom nakon kiselinske hidrolize, a prikazan je u
tablici 6. Takoder je UPLC analizom odreden sastav tekucih faza (filtrata) dobivenih
predobradom, no zbog visoke ionske jakosti uzoraka predobradenih luzinom, nije doSlo do
razdvajanja Secera na kromatografskoj koloni. Na temelju koncentracija monosaharida u filtratu
kiselinske predobrade izracunat je udio polisaharida koji su tijekom predobrade razgradeni i
otopljeni u tekucéoj fazi i rezultati su prikazani u tablici 7. Usitnjena izvorna i predobradena

sirovina prikazana je na slici 4.

Slika 4. A — izvorna sirovina, B — sirovina predobradena kiselinom, C — sirovina predobradena

luzinom (viastita fotografija)

Povecanjem koncentracije kiseline i luzine, povecava se udio glukana u ¢vrstoj fazi
predobradene sirovine pri ¢emu su s istim koncentracijama postignute slicne vrijednosti. Udjeli
ksilana i arabinana se smanjuju povecanjem koncentracije kiseline jer je doSlo do hidrolize
ksilana 1 arabinana u hemicelulozi do jednostavnih Secera ksiloze 1 arabinoze koji su topljivi u
vodi. Pri vecoj koncentraciji kiseline razgradeno je viSe hemiceluloze Sto je vidljivo 1 iz
koncentracija Secera te udjela razgradenih polisaharida prikazanih u tablici 7. Kod predobrade
luzinom udjeli ksilana i arabinana u ¢vrstoj fazi su znacajno veéi u odnosu na kiselinsku

predobradu. Udio galakturonske kiseline povecao se pri viSim koncentracijama kiseline, a

smanjio se povecanjem koncentracije luzine, no kod 0,75 M luzine nije detektirana.
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Tablica 6. Sastav otpadne morske trave predobradene sa sulfatnom kiselinom i natrijevom luzinom razli¢itih koncentracija pri 80 °C tijekom 24

sata (srednja vrijednost + standardna devijacija)

Uvjeti predobrade
Komponenta
(%, g/g)
0,15 M H2SO4 0,3M H2SOs4 | 0,75M H2SO4 || 0,15 M NaOH 0,3 M NaOH 0,75 M NaOH
suha tvar 95,0 + 0,21 94,74 £ 0,06 95,27 +0,13 91,11 £ 0,69 91,63 +0,21 93,6 +£ 0,24
glukan 32,44+ 1,35 39,39+ 0,40 39,51 +£ 1,61 31,60 = 1,62 38,35+ 0,60 43,64 + 0,47
galakturonska kiselina 3,91 +£0,48 5,82 +0,94 5,69+ 0,32 424 +0,51 1,28 + 0,39 0,0
ksilan 6,57 £ 0,50 5,67 +0,83 4,44 +0,51 10,95+ 1,10 13,30+ 0,84 11,23 + 0,24
arabinan 1,67 £0,97 1,28 £0,78 0,0 9,33 £1,65 11,29 + 1,42 9,68 +£0,77
mravlja kiselina 1,49 + 0,90 0,527 +£ 0,02 0,0 14,89 + 4,25 11,3+ 3,95 0,0
octena kiselina 0,89 £ 0,03 1,85+0,92 0,0 0,0 0,0 0,0
lignin topljiv u kiselini 1,48 £ 0,06 1,4+ 0,01 1,37 £0,01 1,62 +0,14 1,2+0,04 1,2+0,01
lignin netopljiv u kiselini 21,98 £ 2,27 26,23 £ 1,50 27,95+ 1,48 16,26 = 1,85 12,74 + 0,42 12,67 £ 0,62
pepeo 4,27 4,02 2,68 10,67 9,84 12,01
iskoriStenje sirovine (%) 56,0 44,0 48.0 68,0 52,0 49.6
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Tablica 7. Sastav tekuce faze (filtrata) nakon predobrade sulfatnom kiselinom i udjeli
polisaharida koji su predobradom razgradeni u monosaharide 1 otopljeni u tekucoj fazi (srednja

vrijednost + standardna devijacija)

Uvjeti predobrade
Komponenta
0,15 M H2SO4 | 0,3MH2S04 | 0,75 M H2SO4
glukoza (g/L) 0,14 £ 0,01 0,30 £ 0,021 0,50 £0,007
ksiloza (g/L) 0,99 + 0,03 3,07+ 0,012 4,13 0,257
arabinoza (g/L) 5,21 + 0,051 4,63 + 0,061 4,52 +0,339
galakturonska kiselina (g/L) 0,42 +£0,024 0,31 +£0,011 0,39+0,15
octena kiselina (g/L) 0,26 £0,104 0,45+ 0,012 0,48 £ 0,002
iskoriStenje glukana (%) 0,55+ 0,039 1,33+ 0,09 2,44 + 0,036
iskoristenje ksilana (%) 12,95+ 0,38 44,16 £ 0,177 66,68 + 4,148
iskoristenje arabinana (%) 83,97 £ 0,826 81,93+ 1,073 89,73+ 6,716

Pri 0,151 0,3 M H2SO4 doslo je do nastanka nusprodukata, mravlje i octene kiseline kao
posljedice hidrolize esterificiranih —OH skupina ugljikohidrata (Behera i sur., 2014). Octena
kiselina detektirana je i u filtratu kiselinske predobrade te je njezina koncentracija rasla s
povecanjem koncentracije H2SO4. Mravlja kiselina nastala je i predobradom s 0,151 0,3 M
luzinom, dok octena kiselina nije detektirana. Tijekom kiselinske predobrade takoder moze do¢i
do nastanka furfurala (degradacijom pentoza) i1 S5-hidroksimetilfurfurala (degradacijom
heksoza). Njihovom daljnjom razgradnjom moze takoder nastati mravlja i levulinska kiselina.

Predobradom se u svim uvjetima znacajno smanjio udio pepela u sirovini. Najvise pepela ostalo
je pri 0,75 M NaOH, a najmanje pri 0,75 H2SO4.

Izracunata su iskorisStenja hidrolize polisaharida kao udjeli hidroliziranog polisaharida u
odnosu na udio polisaharida prisutnog u izvornoj sirovini te su prikazana na slici 5. Povecanjem
koncentracije H2SO4 povecava se iskoriStenje glukana, medutim smanjuju se iskoriStenja
ksilana 1 arabinana zbog djelomicne hidrolize hemiceluloze i prevodenja u vodotopljiv oblik.
Kod predobrade luzinom postignuta su veca iskoriStenja polisaharida u odnosu na kiselinsku
predobradu. IskoriStenja ksilana i arabinana pri 0,15 1 0,3 M NaOH prelaze 100 % Sto nije
moguce, a ta odstupanja mogu se pripisati velikoj heterogenosti lignocelulozne biomase 1

nacinu uzorkovanja koje prethodi analizi sirovine.
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Slika 5. IskoriStenje polisaharida iudio ukupnog uklonjenog lignina tijekom predobrade
otpadne morske trave pri razli¢itim uvjetima

Udio lignina topljivog u kiselini nije se znacajnije promijenio tijekom predobrade. Udio
lignina netopljivog u kiselini povecao se povecanjem koncentracije H2SO4, dok je pove¢anjem
koncentracije NaOH njegov udio smanjen. Na temelju udjela lignina preostalog u ¢vrstoj fazi
nakon predobrade, izracunati su udjeli ukupnog uklonjenog lignina (slika 5). Poveéanje
koncentracije NaOH pospjesilo je njegovo uklanjanje iz sirovine te je pri 0,3 1 0,75 M NaOH

uklonjeno preko 50 %. Kiselinskom predobradom uklonjeno je samo 6 — 15 % ukupnog lignina.

Rezultati prikazani u tablicama 617 te slici 5 su u skladu s ocekivanjima prema literaturi s
obzirom da se u istrazivanjima s drugim lignoceluloznim sirovinama takoder pokazalo da
kiselinska predobrada najviSe djeluje na hidrolizu hemiceluloze, dok je predobrada luZinom

najucinkovitija za uklanjanje lignina (Behera 1 sur., 2014).

Predobradena sirovina sadrzi veéi udio suhe tvari §to je posebno uocljivo kod sirovine

predobradene kiselinom. Najvece iskoriStenje sirovine, s obzirom na masu ¢vrste faze nakon

predobrade, postignuto je pri 0,15 M NaOH, a najmanje pri 0,3 M H2SO4.
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4.3. OPTIMIZACIJA ENZIMSKE HIDROLIZE OTPADNE MORSKE TRAVE

Provedena je enzimska hidroliza izvorne sirovine s razli¢itim koncentracijama sirovine i
enzima kako bi se odredili najpovoljniji uvjeti. Uz celulaze, ispitan je dodatak enzimskog
pripravka Viscozyme L. Prije dodavanja enzima, sirovina je bila usitnjena u mlincu za kavu i
sterilizirana u autoklavu. Usitnjavanjem se osim smanjenja veli¢ine Cestica, smanjuje i
kristalinicnost celuloze te se povecava specificna povrsina Cestica (Kumar i Sharma, 2017).
Iako se sterilizacija ne smatra predtretmanom jer se saharifikacija celuloze i hemiceluloze
odvija tek na temperaturama iznad 150 °C, dolazi do otvaranja stani¢ne stijenke Sto olakSava
pristup enzimima (Masri 1 sur., 2017). Nakon enzimske hidrolize, odredene su koncentracije
monosaharida u supernatantima te izracunati udjeli hidroliziranih polisaharida s obzirom na
sastav izvorne sirovine 1 prikazani su u tablici 8. Povecanjem koncentracije enzima, povecala
se koncentracija glukoze, a time i udio hidroliziranog glukana kod obje koncentracije sirovine.
Opcenito, dodatak vece koncentracije enzima dovodi do povecanja brzine i prinosa
saharifikacije (Pilavtepe isur., 2013). Koncentracija ksiloze i arabinoze bila je manja kod vece
koncentracije celulaza prilikom hidrolize 5 % sirovine, dok kod hidrolize 10 % sirovine nisu

detektirane. Viscozyme doprinosi razgradnji ksilana i arabinana u sirovini §to je oc¢ekivano s

obzirom da izmedu ostalih, sadrzi enzime za razgradnju hemiceluloze.
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Tablica 8. Koncentracije monosaharida i Secerne kiseline te udjeli hidroliziranih polisaharida tijekom enzimske hidrolize izvorne sirovine razliitim

koncentracijama enzima (srednja vrijednost + standardna devijacija)

koncentracija sirovine 5 % (g/mL) sirovine 10 % (g/mL) sirovine
. srpug | 13 30 5 15 30 | ISFPU/g+001 | ISFPU/g+
FPU/g FPU/g FPU/g FPU/g FPU/g g/g Viscozyme | Viscozyme 1:1
glukoza (/L) 0,63* 0(’)?3 L 16(?;121 %’%; 134 | 330 | 506+0007 | 2,16+125
ksiloza (g/L) 031% O(fgsi O(ffoi 0,00 0,00 0,00 4,56 + 0,002 1,05+0.6
arabinoza (/L) 0,56* 0(’)43 6* 063Z1i 0,00 0,00 0,00 0,00 1,26+ 0,73
galakt““’(‘;g‘ Kiselina | 41+ 064’1311 Oé?gsi %’,%%;L 0,65* | 0,80% 0,00 0,78 £ 0,45
“di‘;lﬁfgﬁfz({;j)nog 6,13* 7&5; 1?222 * 45&* 6,58% | 1626* | 2493+0,03 | 10,64+0,06
“di"kgl‘;;";ifj/fgnog 10,04* 7i?765i 636’111i 0,00 0,00 000 | 7398+0,03 | 1697+0,11
“d:;algfrf;’ifi%og 20,43 172”(;%* liﬁi 0,00 0,00 0,00 0,00 25,04 £ 0,09

*standardna devijacija nije izraCunata jer je analiziran samo jedan uzorak

41



Kako su troskovi jedan od najvaznijih c¢imbenika moguénosti primjene bilo kojeg
biotehnoloSkog procesa u industrijskom mjerilu, za nastavak eksperimenta nije odabrana
najvisa aktivnost celulaza od 30 FPU, ve¢ 15 FPU, koja daje zadovoljavajuce rezultate, te
dodatak enzimskog pripravka Viscozyme u volumnom omjeru 1:1 s celulazama da bi se

pospjesila razgradnja ksilana i arabinana.

4.4. ENZIMSKA HIDROLIZA PREDOBRADENE OTPADNE MORSKE TRAVE

Cvrsti ostatak nakon predobrade kiselinom i luzinom podvrgnut je enzimskoj hidrolizi.
Predobradena sirovina dodana je u koncentraciji od 5 % 1 10 % (g/mL), celulaze 15 FPU/g
glukana te je u kombinaciji s 10 % sirovine ispitan uc¢inak enzimskog pripravka Viscozyme.
Nakon enzimske hidrolize, u supernatantima su odredene koncentracije monosaharida te
nusproizvoda reakcije (octena i mravlja kiselina) (tablica 9). Detektirana je i limunska kiselina
s obzirom da je reakcija provodena u citratnom puferu. Izracunati su udjeli (%) hidroliziranih

polisaharida s obzirom na sastav predobradene sirovine te su prikazani na slici 6.

Kod uzoraka sirovine predobradenih kiselinom koncentracije oslobodene glukoze iznosile
su 3,61 — 15,27 g/L, a ksiloze 0,68 — 3,24 g/L. Arabinoza nije detektirana zbog niskog udjela
arabinana prisutnog u predobradenoj sirovini prije enzimske hidrolize. Uocen je porast
koncentracije nastalih monosaharida s pove¢anjem koncentracije sirovine, no ipak su udjeli
hidroliziranih polisaharida nizi u smjesi s 10 % sirovine. Dodatak Viscozyme-a nije doprinio
udjelu hidroliziranog glukana, ali je povecao udio hidroliziranog ksilana. Koncentracija
galakturonske kiseline povecala se s povecanjem koncentracije kiseline upotrjebljene za

predobradu te povecanjem koncentracije sirovine, a posebno dodatkom Viscozyme-a.

Enzimskom hidrolizom sirovine predobradene luzinom nastale su manje koncentracije
monosaharida; 0,89 — 6,18 g/L glukoze, 0,22 — 1,29 g/L ksiloze i1 0,44 — 0,59 g/L arabinoze.
Arabinoza nije detektirana u uzorcima predobradenim s 0,15 M NaOH i 10 % sirovine za
hidrolizu te uzorcima predobradenim s 0,3 M NaOH. Nema pravilnog trenda promjene
koncentracija monosaharida, ve¢ one variraju ovisno o uvjetima. Najbolja iskoriStenja
polisaharida postignuta su s 5 % sirovine predobradene 0,15 M luzinom. Doslo je do nastanka
mravlje kiseline kod hidrolize sirovine 0,75 M luzinom te octene kiseline kod sirovina

predobradenih 0,3 1 0,75 M luzinom.
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Ako se usporede udjeli enzimski hidroliziranih polisaharida predobradene i izvorne
sirovine, prema slici 6 1 tablici 8, moZe se zakljuciti da je enzimska hidroliza u¢inkovitija kada
se sirovina prethodno predobradi, $to je u skladu s literaturom (Masri i sur., 2017). Iako je
kiselinska predobrada uklonila samo mali udio lignina iz sirovine, doslo je do promjena u
njegovoj strukturi koje su omogudile enzimima bolji pristup te je sirovina postala lakse
razgradiva (Bajpai, 2016). Takoder je i uklanjanje hemiceluloze tijekom kiselinske predobrade
doprinijelo povecanju poroznosti sirovine 1 olakSalo enzimsku hidrolizu celuloze (Maurya isur.,

2015).
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Tablica 9. Koncentracije monosaharida i kiselina dobivenih enzimskom hidrolizom predobradene sirovine s 15 FPU celulaza /g glukana

0,15 M H2S0O4

0,3 M H2S04

0,75 M H2SO4

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

+ Viscozyme + Viscozyme + Viscozyme

glukoza (g/L) 3,61 477 4,93 12,68 15,27 15,18 11,92 12,16 13,03
ksiloza (g/L) 0,68 0,93 1,20 1,77 2,39 3,24 1,32 1,44 2,49

limunska 2.89 2,98 3,05 9,35 9,65 9,44 9,56 9,10 8,94
kiselina (g/L)
galakturonska | 4 ;g 0,13 0,97 0,48 0,69 5,00 0,58 0,64 6.31
kiselina (g/L)

0,15 M NaOH 0,3 M NaOH 0,75 M NaOH

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

5% sirovine

10% sirovine

10% sirovine

+ Viscozyme + Viscozyme + Viscozyme
glukoza (g/L) 6,18 1,28 2,25 3,09 1,03 0,89 203 2,47 3,38
ksiloza (g/L) 0,85 0,43 0,96 0,57 0,51 0,22 0,39 0,41 1,29
ariz'/rl'_c;za 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,59 0,52 0,44
limunska 9,50 9,18 7.92 9,37 6,34 6,17 9,14 8,26 7,99
Kiselina (g/L)
galakturonska 0,52 0,52 0.39 0,33 0.23 0.23 0.35 0.36 0,31
kiselina (g/L)
mravlja
iselina (g/L) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
octena 0,00 0,00 0,00 0,00 0,76 0,76 0,30 0,62 0,00

Kiselina (g/L)
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Slika 6. Udjeli hidroliziranih polisaharida tijekom enzimske hidrolize predobradene sirovine
dodatkom 15 FPU celulaza /g glukana

Za nastavak eksperimenta odabrana je morska trava predobradena s 0,3 M H2SO4. Pri toj
koncentraciji kiseline u ¢vrstom dijelu nakon predobrade zaostaju znacajne koli€ine glukana
koja se ucinkovito razgraduje enzimskom hidrolizom $to omogucuje koriStenje tako tretirane
sirovine kao supstrata za rast mikroorganizama. Osim glukana, postignut je i najvec¢i udio

hidroliziranog ksilana.

4.5. UZGOJ MIKROORGANIZAMA I PROIZVODNJA LIPIDA NA HIDROLIZATU

OTPADNE MORSKE TRAVE

Morska trava je predobradena s 0,3 M H2SO4. Cvrsti dio nakon predobrade podvrgnut je
enzimskoj hidrolizi s 15 FPU celulaza /g glukana i enzimskim preparatom Viscozyme u
volumnom omjeru 1:1 (mL/mL) s celulazama. Enzimska predhidroliza provodena je u dvije
serije tikvica tijekom 48 h. Serija A sadrzavala je 5 % (g/mL) sirovine, dok je u seriju B na
pocetku bilo dodano 5 % sirovine, a zatim jo§ 5 % nakon 24 h kako bi ukupna koncentracija
sirovine iznosila 10 % (g/mL), uz dodatak ukupne potrebne koli¢ine enzima na pocetku. Uzorci

su uzeti u 24. 1 48. satu enzimske hidrolize te je provedena analiza sastava UPLC metodom.
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Nakon 48 h tikvice su nacijepljene kulturom mikroorganizama. S obzirom na visoku stabilnost
celulolitickih enzima ocekivano je da se hidroliza preostalih polisaharida nastavila. Osim
inokuluma, u podlogu su dodani i odredeni makro i1 mikronutrijenti potrebni za rast
mikroorganizama. Nakon inokulacije ponovno je uzet uzorak za analizu sastava. Takoder su
pripremljene hranjive podloge na bazi tekuceg dijela (filtrata) iz kiselinske predobrade (uz

dodatak soli i prethodnu neutralizaciju s CaCO3) te su u njih nacijepljeni mikroorganizmi.

4.5.1. Uzgoj kvasca Rhodotorula sp.

Promjene koncentracije monosaharida i limunske kiseline tijekom enzimske predhidrolize 1
uzgoja kvasca Rhodotorula sp. u podlogama s 5 % 1 10 % sirovine prikazane su na slikama 7 i
8. U podlozi s 5 % sirovine gotovo sva glukoza, ksiloza 1 galakturonska kiselina nastale su
hidrolizom u prva 24 h, dok su u idu¢ih 24 h koncentracije neznatno porasle. Iako je u seriji B
prvi dan takoder bilo samo 5 % sirovine, zbog dvostruke koncentracije enzima nastalo je 2 g/L
glukoze 1 1 g/L ksiloze viSe u odnosu na seriju A. Dodatnih 5 % sirovine u seriji B omogucilo je
znacajnije povecanje koncentracije glukoze i ksiloze tijekom drugog dana hidrolize: glukoze za
12,58 g/L i ksiloze za 2,27 g/L.. Zbog povecane gusto¢e podloge nije doslo do proporcionalnog

rasta koncentracija monosaharida.

Enzimskom predhidrolizom u A seriji tikvica ukupno je nastalo 20,79 g/L glukoze, 4,04 g/L
ksiloze, 1,51 g/L galakturonske kiseline i 9,90 g/L limunske kiseline. U trenutku inokulacije 1
dodavanja otopina soli podloga je razrijedena pa je posljedicno smanjena koncentracija supstrata
te je uzgoj zapoceo s 15,61 g/L glukoze, 3,03 g/L ksiloze, 1,16 g/L galakturonske kiseline 1 8,65
g/L limunske kiseline. Uzorci za analizu podloge uzeti su treci, peti 1 sedmi dan uzgoja. Vec treci
dan uzgoja, iz podloge s 5 % sirovine bila je iscrpljena sva glukoza i ksiloza (slika 7).
Rhodotorula sp., poput veéine ostalih mikroorganizama, kao primarni izvor ugljika koristi
glukozu. Nakon iscrpljivanja glukoze 1 ksiloze, doSlo je do smanjenja koncentracije limunske
kiseline, posebno izmedu petog i sedmog dana. Ukupno je utroSeno 4,21 g/L limunske kiseline
koja je u hranjivu podlogu dodana kao pufer (enzimska hidroliza). Koncentracija galakturonske

kiseline se blago povecala do tre¢eg dana uzgoja, zatim smanjila izmedu tre¢eg 1 petog dana te

se do kraja uzgoja viSe nije promijenila.
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Slika 7. Koncentracija Secera i limunske kiseline tijekom predhidrolize 1 uzgoja kvasca

Rhodotorula sp. u podlozi s 5 % (g/mL) sirovine (strelica oznacava dodatak inokuluma —

pocetak uzgoja)

U B seriji tikvica s 10 % sirovine u podlozi, enzimskom predhidrolizom ukupno je nastalo
35,42 g/ glukoze, 6,66 g/L ksiloze, 1,89 g/L galakturonske kiseline i 10,61 g/L limunske
kiseline (slika 8). Takoder je inokulacijom podloge doSlo do njezinog razrjedenja te su
koncentracije na pocetku uzgoja iznosile 28,37 g/L glukoze, 5,28 g/L ksiloze, 1,57 g/L
galakturonske kiseline 1 9,27 g/ limunske kiseline. Uzorci za analizu podloge takoder su uzeti
tre¢i, peti 1 sedmi dan uzgoja. Tijekom prva tri dana uzgoja doslo je do naglog smanjenja
koncentracije glukoze. Peti dan je zabiljeZen blagi porast koncentracije, a do zadnjeg dana

uzgoja sva glukoza je bila iscrpljena iz podloge. U koncentracijama ksiloze, galakturonske i

limunske kiseline doslo je do neznatnih varijacija tijekom trajanja uzgoja.
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Slika 8. Koncentracija Secera 1 limunske kiseline tijekom predhidrolize 1 uzgoja kvasca
Rhodotorula sp. u podlozi s 10 % (g/mL) sirovine (strelica oznacava dodatak inokuluma —

pocetak uzgoja)

Podloga za uzgoj kvasca na bazi filtrata kiselinske predobrade sirovine na pocetku uzgoja je
sadrzavala 1,33 g/L glukoze, 2,29 g/L ksiloze 14,04 g/L arabinoze (slika 9). Glukoza i ksiloza
bile su potpuno iscrpljene iz podloge tijekom prva tri dana uzgoja. Koncentracija arabinoze se
nije znacajnije mijenjala tijekom uzgoja, te se moze zakljuciti da ovaj kvasac najvjerojatnije ne
moze koristiti arabinozu kao izvor ugljika Sto nije u skladu s rezultatima s nizom studija
objavljenih u literaturi s razli¢itim vrstama ovoga kvasca (Nagahama i sur., 2003). Zbog toga je

potrebno u nastavku istrazivanja detaljnije istraziti sposobnost asimilacije razli¢itih izvora

ugljika u Sirem rasponu koncentracija ukljucujuci i arabinozu.
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Slika 9. Koncentracija Secera tijekom uzgoja kvasca Rhodotorula sp. u podlozi na bazi filtrata

kiselinske predobrade sirovine

4.5.2. Uzgoj mikroalge Schizochytrium sp.

S obzirom da je enzimska predhidroliza predobradene sirovine za uzgoj kvasca 1 mikroalge
bila provedena na identi¢an nacin, u podlogama za uzgoj mikroalge prije nacjepljivanja vrijedili
su isti uvjeti, opisani u poglavlju 4.5.1. Nakon inokulacije, u podlozi s 5 % sirovine bilo je 16,64
g/L glukoze, 2,93 g/L ksiloze, 0,99 g/L galakturonske kiseline i 7,86 g/L limunske kiseline (slika
10). Uzorci za analizu uzeti su drugi, ¢etvrti 1 sedmi dan uzgoja. Tijekom prva dva dana uzgoja
doslo je do neznatnog smanjenja koncentracije glukoze, dok su koncentracije ostalih komponenti
blago porasle. Od drugog do sedmog dana uocen je ujednacen trend smanjenja koncentracije

glukoze. Ukupno je utroSeno 5,41 g/L glukoze. Koncentracije ostalih komponenti neznatno su

varirale.
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Slika 10. Koncentracija Secera i limunske kiseline tijekom predhidrolize 1 uzgoja mikroalge
Schizochytrium sp. u podlozi s 5 % sirovine (strelica oznacava dodatak inokuluma — pocetak

uzgoja)

U podlozi s 10 % sirovine uzgoj je zapoceo s 28,84 g/L glukoze, 5,31 g/L ksiloze, 1,48
g/L galakturonske kiseline 1 8,62 g/L limunske kiseline (slika 11). Uzorci za analizu takoder su
uzeti drugi, Cetvrti i sedmi dan uzgoja. Do znacajnijeg smanjenja koncentracije glukoze u
podlozi doslo je tek izmedu cetvrtog i sedmog dana uzgoja, a ukupno je utroSeno 3,01 g/L
glukoze. Promjene koncentracija ostalih komponenti su zanemarive. Prema literaturi,
Schizochytrium sp. nema gene koji bi kodirali za enzime potrebne za metabolizam ksiloze stoga

June moze koristiti kao izvor ugljika Sto se pokazalo 1 u ovom eksperimentu (Wang i sur., 2022a).

Neznatna potro$nja izvora ugljika u hranjivoj podlozi moze biti posljedica inhibicije rasta
mikroorganizma inhibitorima nastalih predobradom sirovine i fenolnim spojevima kojima

obiluje posidonija (Yousuf 1 sur., 2020; Wang i sur., 2022b).
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Slika 11. Koncentracija Secera i limunske kiseline tijekom predhidrolize 1uzgoja mikroalge
Schizochytrium sp. u podlozi s 10 % sirovine (strelica oznacava dodatak inokuluma — pocetak

uzgoja)

Hranjiva podloga za uzgoj mikroalge na bazi filtrata dobivenog kiselinskom predobradom
sirovine na pocetku uzgoja je sadrzavala 3,54 g/L glukoze, 2,25 g/L ksiloze i 3,79 g/L arabionze
(slika 12). Glukoza je potpuno iscrplijena iz podloge tijekom prva dva dana uzgoja.
Koncentracije arabinoze 1 ksiloze se nisu znacajnije mijenjale jer istraZivana vrsta

mikroorganizma najvjerojatnije nema sposobnost asimilacije ovih Secera Sto je u skladu s
literaturom (AKki i sur., 2003).
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Slika 12. Koncentracija Secera tijekom uzgoja mikroalge Schizochytrium sp. u podlozi na bazi

filtrata kiselinske predobrade sirovine

Usporedbom brzine potrosnje glukoze kao primarnog izvora ugljika u razli¢itom podlogama
koriStenim za uzgoj mikroalge Schizochytrium sp. moze se zakljuciti da sastav hranjive podloge
utjeCe na trajanje lag faze. Veci udjel predobradene sirovine znaci vecu koncentraciju inhibitora
rasta, a time 1 sporiju potro$nju izvora ugljika. Povecanjem udjela sirovine povecava se i
viskoznost podloge ¢ime se smanjuje prijenos mase, posebice kisika koji moze biti limitirajuci

supstrat za rast.

4.5.3. Lipidi

Kvasac Rhodotorula sp. 1 mikroalga Schizochytrium sp. uzgajani u ovom eksperimentu
svrstavaju se u oleaginozne mikroorganizme §to znaci da imaju sposbnost proizvodnje lipida do
70 % mase suhe tvari stanica u odgovaraju¢im uvjetima. To ih ¢ini poZeljnim mikroorganizmima
u proizvodnji biodizela (Galafassi 1 sur., 2012). Enzimski hidrolizirana predobradena morska
trava daje hranjivu podlogu bogatu fermentabilnim Secerima, ali siromasnu na dusiku i fosforu
zbog Cega je pogodna za uzgoj oleaginoznih mikroorganizama s obzirom da do lipogeneze dolazi
u uvjetima limitacije duSikom i fosforom, ali uz suvisak izvora ugljika (Masri i sur., 2017).

Hranjiva podloga je sadrzavala nerazgradene Cestice sirovine zbog ¢ega nije bilo moguce
pratiti rast stanica spektrofotometrijski mjerenjem opticke gustoce niti odrediti masu stanica na

kraju uzgoja. Talog s ostacima podloge i mikrobnim stanicama je bio osuSen i usitnjen te su iz
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njega ekstrahirani lipidi kako je opisano u poglavlju 3.2.5.8. Odredena je masa lipida 1 udio

lipida u talogu.
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Slika 13. Promjena mase lipida (stupci) 1 udjela lipida u talogu (linije) tijekom uzgoja kvasca

Rhodotorula sp. u razli¢itim podlogama
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Slika 14. Promjena mase lipida (stupci) i udjela lipida u talogu (linije) tijekom uzgoja

mikroalge Schizochytrium sp. u razli¢itim podlogama

Kao $to je vidljivo na slici 13, prilikom uzgoja kvasca, s obzirom da je u podlozi s 5 %
sirovine 1 podlozi na bazi filtrata sva glukoza bila iscrpljena u prva 3 dana uzgoja, tijekom

daljnjeg uzgoja nije doslo do povecanja mase lipida u talogu. Suprotno tome, u podlozi s 10 %
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sirovine u kojoj je kvasac do kraja uzgoja na raspolaganju imao glukozu, uoceno je povecanje
mase i udjela lipida u talogu, a isto vrijedi i za mikroalgu (slika 14). Sto je bila veéa pocetna
koncentracija glukoze u podlozi, proizvedeno je vise lipida uzgojem oba mikroorganizma. Kod
mikroalge je u podlozi na bazi filtrata doslo do smanjenja mase i udjela lipida s vremenom. U
podlozi s 5 % sirovine, masa i udio lipida bili su smanjeni 4. dan. Odstupanje moze biti zbog
rasta stanica na povrSini Cestica sirovine i heterogenosti taloga. Ekstrakcija lipida iz stani¢ne

biomase takoder ovisi 0 metodi razbijanja stanica i primijenjenim otapalima (Vasconcelos i sur.,

2018).

Otpadna morska trava pokazala se pogodnim izvorom ugljika za rast kvasca Rhodotorula sp.
1 mikroalge Schizochytrium sp. 1 sintezu mikrobnih lipida. Predobrada sirovine pokazala se
neophodnim korakom u iskoriStavanju ove sirovine ¢ime je osiguran visok prinos fermentabilnih
Se¢era enzimskom hidrolizom. Kiselinska predobrada sirovine uz nisku koncentraciju sulfatne
kiseline i temperaturu (0,3 M sumporna kiselina i 80 °C) omogucila je visoku koncentraciju
fermentabilnih Secera za rast mikroorganizama i sintezu lipida. U nastavku istrazivanja potrebno
je optimirati uzgoj mikroorganizama primjenom postupne prihrane sirovinom (npr. Sarzni uzgoj
s pritokom supstrata) kako bi se omogucéila adaptacija mikroorganizma na hranjivu podlogu, a

time 1 poboljsala produktivnost i prinos proizvoda.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

1.

Morska trava koriStena u ovom eksperimentu sadrzi 20,59 % glukana, 6,11 % ksilana,
4,97 % arabinana, 2,41 % galakturonske kiseline, 1,66 % lignina topljivog u kiselini,
12,03 % lignina netopljivog u kiselini 126,76 % pepela u suhoj tvari.

Povecanjem koncentracije kiseline i1 luzine prilikom predobrade otpadne morske trave,
povecava se udio glukana u predobradenoj sirovini uslijed djelomi¢ne razgradnje lignina
1 hemiceluloze. Alkalna predobrada ucinkovitije smanjuje koli€inu lignina u sirovini.
Dodatak enzimskog pripravka Viscozyme L ne utje¢e na hidrolizu glukana, ali povecava
udio hidroliziranog ksilana.

Nacin predobrade utjeCe na ucinkovitost enzimske hidrolize sirovine s celulazama.
Najpogodnija metoda predobrade otpadne morske trave je predobrada 0,3 M sumpornom
kiselinom pri temperaturi od 80 °C tijekom 24 sata. Ucinkovitost enzimske hidrolize
kiselinski predobradene sirovine iskazane udjelom hidroliziranog ugljikohidrata iznosila
je 36,82 — 61,17 % glukana 1 39,11 — 57,98 % ksilana, ovisno o poc¢etnoj koncentraciji
sirovine 1 dodatku enzimskog pripravka Viscozyme L.

Uzgojem kvasca Rhodotorula sp. na enzimskom hidrolizatu otpadne morske trave
proizvedeno je 0,15 g lipida upodlozi s 5 % (g/mL) predobradene sirovine, 0,44 g lipida
u podlozi s 10 % (g/mL) predobradene sirovine i 0,02 g lipida u podlozi na bazi filtrata
kiselinske predobrade.

Uzgojem mikroalge Schizochytrium sp. na enzimskom hidrolizatu otpadne morske trave
proizvedeno je 0,18 g lipida upodlozi s 5 % (g/mL) predobradene sirovine, 0,39 g lipida
u podlozi s 10 % (g/mL) predobradene sirovine 1 0,01 g lipida u podlozi na bazi filtrata

kiselinske predobrade.
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7. PRILOG

7.1. Odredivanje ukupne celuloliticke aktivnosti komercijalnog enzimskog pripravka

Cellulase enzyme blend
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Slika 15. Bazdarni dijagram za odredivanje celulolitiCke aktivnosti komercijalnog enzimskog

pripravka
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