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Uvod

1. UVOD

Mikroorganizmi koji se istrazuju za upotrebu u industrijskoj proizvodnji mlije¢ne
kiseline trebali bi “brzo” proizvoditi mlijecnu kiselinu iz “jeftinih” sirovina, imati visoke
prinose zeljenog stereoizomera mlijeCne kiseline pri niskoj pH vrijednosti i visokoj
temperaturi fermentacije, proizvoditi male koli¢ine biomase i drugih proizvoda fermentacije
kao $to su octena kiselina, mravlja kiselina i etanol. Mlije¢na kiselina se uglavnom proizvodi
s pomocu razli¢itih plijesni (npr. Rhizopus oryzae, R. arrhizus) i s pomoc¢u bakterija mlije¢ne
kiseline (BMK; Ghaffar i sur., 2014). Mlije¢na kisclina moze se proizvesti fermentacijom
jednostavnih ugljikohidrata (glukoza, saharoza), hidrolizata skroba i Skrobnih sirovina (npr.
kukuruzna krupica, pSeni¢na krupica, ljuske krumpira) ili hidrolizata lignoceluloznih sirovina
(npr. kukuruzovina, kukuruzni oklasci i pseni¢na slama; Abdel-Rahman i sur., 2011).

Cijena mlije¢ne kiseline proizvedene biotehnoloskim postupkom u industrijskom
mjerilu uglavnom ovisi o cijeni sirovine koje se koriste kao glavni izvor ugljika. Stoga
sirovina koja se odabire za proizvodnju mlijecne kiseline treba imati slijede¢e karakteristike:
dostupnost tijekom cijele godine, nisku cijenu, malu koncentraciju kontaminanata, visok
prinos mlije¢ne kiseline i da ne nastaju drugi proizvodi fermentacije (Ghaffar i sur., 2014).

Cilj ovog rada bio je okarakterizirati rast BMK L. amylovorus DSM 205317 i L.
coryniformis subsp. torquens DSM 20004" u modificiranoj MRS podlozi u kojoj su kao
glavni izvor ugljika koriStene glukoza, ksiloza i arabinoza, ugljikohidrati koji nastaju
hidrolizom lignoceluloze. Istrazena je proizvodnja mlijecne kiseline iz hidrolizata razli¢itih
lignoceluloznih sirovina s pomocu ovih dviju BMK. Lignocelulozne sirovine, kukuruzovina,
kukuruzni oklasci i pSeni¢na slama podvrgnuti su predobradi u visokotlatnom reaktoru s 1,0
%-tnom i 0,5 %-tnom sumpornom kiselinom uz vrijeme zadrzavanja od 5 minuta, temperature
pare od 210 °C i tlak pare od 20 bara. Bioprocesi proizvodnje mlije¢ne kiseline provedeni su
pri temperaturi od 40 °C, brzini okretaja mijeala od 150 min™ i bez regulacije pH vrijednosti.
Veéi prinos mlije¢ne kiseline postignut je s pomoéu bakterije L. amylovorus DSM 205317 te
je stoga ova BMK odabrana za provodene bioprocesa u horizontalnom rotiraju¢em cijevnom
bioreaktoru (HRCB) na hidrolizatima slame i kukuruzovine. Tijekom procesa predobrade
lignoceluloznih sirovina nastaju razliciti toksicni spojevi, te je odreden je i utjecaj razlicitih
koncentracija furfurala (100-5000 mg L™) na rast i aktivnost bakterije L. amylovorus DSM
20531" u MRS podlozi.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine su najrasprostranjeniji globalni izvor biomase (180 - 10° tona
godisnje; Maki—Arvela i sur., 2011), a najobilniji lignocelulozni otpadni materijali u svijetu su
rizina slama (731 milijun t/godiSnje), pSeni¢na slama (354,34 milijun t/godi$nje), bagasa
Se¢erne repe (180,73 milijun t/godiSnje) i kukuruzovina (128,02 milijun t/godis$nje; Saini i
sur., 2014). Mali dio lignocelulozne sirovine se koristi kao ogrjevni materijal (Holladay i sur.,
2007). Lignocelulozni materijali koji se mogu koristiti za proizvodnju mlije¢ne kiseline su
slama, kukuruzovina, kukuruzni oklasci, bagasa Secerne trske i SeCerne repe, ostaci dobiveni
tijekom proizvodnje papira, ostaci iz drvno-preradivacke industrije, trava, lis¢e i dr. Sastoje se
od celuloze, hemiceluloze i lignina (Boguta i sur., 2014). Udio celuloze, hemiceluloze i
lignina ovisi o vrsti lignocelulozne sirovine (Abdel-Rahman i sur., 2011). Sastav nekih
lignoceluloznih sirovina prikazan je u Tablici 1 (Nigam, 2001; Demirbas, 2005; Pointner i
sur., 2014; Pandey i sur., 2000).

Celuloza je linearni polimer u kojem su anhidro-glukozne jedinice povezane f-1,4-
glikozidnom vezom. Intra- i inter- molekularne vodikove veze izmedu hidroksilnih (OH-)
skupina unutar istog lanca celuloze i okolnih lanaca celuloze omogucuju longitudinalno
povezivanje lanaca celuloze i formiranje kristali¢ne strukture celuloze. Nakupine linearnih
celuloznih lanaca (u longitudinalnom smjeru) formiraju mikrofibrile u strukturi stanicne
stijenke (Demirbas, 2008). Kristali¢na struktura celuloze je ¢vrsta i vrlo otporna na razli¢ite
postupke hidrolize (npr. kiselinama, razli¢itim celulitiCkim enzimima; Olsson i Hahn—

Hégerdal, 1996; Demirbas, 2008).

T CcHOH H
‘0 -0 HO oHH 1},
H 0 H vk
H oh H
H H
n

H CH:CH

Slika 1. Strukturna formula celuloze (prilagodeno Kamide, 2005)
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Tablica 1. Sastav najzastupljenijih lignoceluloznih sirovina.

Lignocelulozna Celuloza Hemiceluloza Lignin Proteini Pepel Referenca
sirovina [%0] [%0] [%0] [9%6] [%6]
pSeni¢na slama 46,40 = 0,57 31,00 + 0,81 18,39 + 0,24 0,72 + 0,02 7,20 + 0,20 Nigam, 2001.
kukuruzovina 39 - 47 26-31 3-5 - 12 -16 Demirbas, 2005.
kukuruzni oklasci 38,8+2)5 44,4 + 5,20 119+2.3 4,26 +0,96 2,88 +0,11 Pointner i sur., 2014.
trava 25-40 25-50 10-30 - n.d. Demirbas, 2005.
bagasa Secerne trske 50 25 25 - - Pandey i sur., 2000.
alge 20-40 20-50 - - n.d. Demirbas, 2005.
pamuk 80— 95 5-20 - - n.d. Demirbas, 2005.
novine 40 - 55 25-40 18 - 30 - n.d. Demirbas, 2005.

(n.d.) — nije dostupno; (-) — ne sadrzi; + SD (standardna devijacija)
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Hemiceluloza je amorfni polimer koji se sastoji od linearnih i razgranatih lanaca razli¢itih
monosaharida, L-arabinoze, D-galaktoze, D-glukoze, D-manoze i D-ksiloze (Demirbas, 2008).
Na hemiceluloze vezane su metilne ili acetilne skupine. Hemiceluloza se najve¢im dijelom
sastoji od ksilana, polimera jedinica ksiloze vezanih f-1,4-glikozidnom vezom. Sastav
hemiceluloze ovisi o vrsti lignocelulozne biomase iz koje potjece. Hemiceluloza nema
kristalnu strukturu, topiva je u luzinama, te se stoga lakse hidrolizira od celuloze (Olsson i
Hahn—Hégerdal, 1996; Demirbas, 2008).

Lignin je amorfni aromatski polimer koji se sastoji od alkilfenola i ima kompleksnu
trodimenzionalnu strukturu i uz celulozu najzastupljeniji je materijal u prirodi. Gradevne
jedinice lignina su prekursori fenilpropana (siringil, guacil i p-hidroksifenil) i vezani su
zajedno razli¢itim vrstama veza u vrlo kompleksni matriks (Demirbas, 2008). Lignin se
izdvaja u operacijama obrade pulpe i izrade papira te upotrebljava kao gorivo (Lora i Glasser,

2002). Na osnovnu strukturu lignina vezane su razli¢ite funkcionalne grupe kao $to su

hidroksi, metoksi i karbonilne grupe, koje doprinose visokoj polarnosti molekule lignina
(Demirbas, 2008).

oz m oo~
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Slika 2. Kemijski sastav lignocelulozne sirovine (preuzeto Kobayashi i Fukuoka, 2013)
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2.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Kristali¢na struktura celuloze u lignoceluloznim sirovinama glavna je prepreka uspjesnoj
proizvodnji fermentabilnih ugljikohidrata. Od fizikalnih metoda predobrade lignoceluloznih
sirovina najcesée se upotrebljavaju usitnjavanje (eng. chipping) i mljevenje (eng. grinding,
milling). Ovi tretmani uzrokuju smanjenje Cestice lignoceluloznih sirovina povecavajuéi
pritom dodirnu povrSinu i lakSu dostupnost enzimima za enzimsku hidrolizu. Za provodenje
ovih operacija koriste se razli¢ite vrste mlinova (kugli¢ni mlin, mlin ¢ekicar i dr.) (Kumar i
sur., 2008; Balat, 2011).

Kemijska predobrada lignoceluloznih sirovina obuhvaca: obradu natrijevim hidroksidom
(NaOH), perklorathom kiselinom (HCIO,), peroctenom kiselinom (CH3CO3zH), kiselinsku
hidrolizu sumpornom (H,SO4) i mravljom (HCOOH) kiselinom, eksploziju u teku¢em
amonijaku (AFEX, od eng. Ammonia Fiber Explosion), obradu ozonom (ozonoliza), alkalnim
otopinama — alkalna hidroliza (NaOH, Ca(OH),, NH,OH) i organskim otapalima — organsolv
proces, npr. n-propilamin, etilendiamin, n-butilamin; Weil i sur., 1994; Martinez i sur., 2005;
Balat, 2011).

Piroliza se Cesto koristi za predobradu lignoceluloznih sirovina pri ¢emu se djelovanjem
topline pri visokoj temperaturi celuloza i hemiceluloza prevode u fermetabilne ugljikohidrate
sa visokom produktivnosti. Predobrada vodenom parom najces¢i je koriSteni tretman za
predobradu lignoceluloznih sirovina. U usporedbi sa drugim procesima predobrade, ona
zahtjeva niski investicijski kapital, mali utjecaj na okoli§, visoka energetska ucinkovitost 1
manje opasnih kemikalija i uvjeta rada. Nedostatak ovog postupka je proizvodnja inhibitora
enzima celulaza tijekom procesa §to onemogucava enzimsku hidrolizu dobivene podloge
nakon predobrade (Kumar i sur., 2008; Balat, 2011).

Dobivanje fermentabilnih ugljikohidrata iz lignoceluloznih sirovina moze se provesti
enzimskom hidrolizom celuloze pomocu celulaza. Celulaze koje se koriste za hidrolizu
celuloze su: (1) endoglukanaze — nasumi¢no hidroliziraju amorfne dijelove celuloze do
oligosaharida; (2) celobiohidrolaze — razgraduju kristali¢nu strukturu celuloze do celobioze sa
kraja celuloznog lanca; (3) S-glukozidaze — razgraduju kratke lance oligosaharida i celobiozu
do glukoze (Hansen i sur., 2011; Kobayashi i Fukuoka, 2013).

KoriStenjem mikroorganizama moze se provesti bioloska delignifikacija kojom se uklanja
lignin 1 oslobada celuloza iz lignocelulozne sirovine. Mikroorganizmi koriSteni za biolosku

delignifikaciju rizine slame, kukuruza i bagase Secerne repe su gljive: Cyathus sp.,
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Streptomyces viridosporus, Phelebia tremellosus, Pleurotus xorida i Peurotus cornucopiae
(Kumar i sur., 2008; Balat, 2011).

Predobrada je vrlo vazan korak u razgradnji lignocelulozne sirovine. Ukoliko postupak
preodbrade nije dovoljno ucinkovit, celulozu, zaostalu u lignoceluloznoj sirovini, tesko je
prevesti u fermentabilne ugljikohidrate enzimskom hidrolizom. Ako se predobrada
lignoceluloznih sirovina provodi pri visokim temperaturama i tlaku uz koristenje kiseline ili
luzine sa relativno visokim koncentracijama, mogu nastati razliciti toksi¢ni spojevi. Ti spojevi
mogu inhibirati celuloliticke enzime, kao i rast i aktivnost radnog mikroorganizma. Takoder,
predobrada utjece na produktivnost bioprocesa, troSkove izdvajanja i pro¢is¢avanja proizvoda

(Abdel-Rahman i sur., 2011).

2.3. Nastajanje inhibitora tijekom procesa predobrade lignoceluloznih sirovina

Tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina razgradnjom hemiceluloze nastaju velike
koncentracije ugljikohidrata (uglavnom pentoza) i octene Kkiseline (Palmqvist i Hahn-
Héagerdal, 2000a; Jonsson i sur., 2013). Osim jednostavnih ugljikohidrata nastaje i veliki broj
razli¢itih spojeva koji mogu inhibirati radni mikroorganizam (Olsson i Hahn-Hiigerdal,
1996). Koncentracija i karakteristike nastalin spojeva ovise o sirovini, postupku predobrade i
hidrolize. Toksi¢ni spojevi nastaju zbog ,,ekstremnih“ uvjeta u kojima se odvija predobrada
sirovina. Prisutnost inhibitora u hidrolizatu dobivenom nakon predobrade smanjuje aktivnost
enzima ili radnog mikroorganizma (Jiang i sur., 2016), te je stoga produktivnost
biotehnoloskih procesa na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina smanjena u odnosu na
bioprocese koji se provode na hidrolizatima $kroba ili na jednostavnim ugljikohidratima
(Palmqvist i Hahn—Hagerdal, 2000a).

Odabir lignocelulozne sirovine kao i metode kojom se provodi predobrada sirovine
znacajno utjeCe na sastav i koncentraciju toksi¢nih spojeva prisutnih u hidrolizatima. Spojevi
koji imaju inhibitorni u¢inak na rast i aktivnost radnog mikroorganizma mogu se podijeliti na:

(i) alifatske (slabe) kiseline (octena, mravlja i levulinska kiselina),
(i1) furane (furfural i hidroksimetilfurfural; HMF),
(iii) fenolne spojeve (Jiang i sur., 2016),

(iv) anorganske ione (Jonsson i sur., 2013).
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Slika 3. Shematski prikaz nastajanja razlicitih inhibitora tijekom razgradnje

lignoceluloznih sirovina (preuzeto Jonsson i sur., 2013).

2.3.1. Alifatske kiseline

Razgradnjom lignoceluloznih sirovina dobivaju se octena (pKa = 3.75), mravlja (pKa =
4.76) i levulinska kiselina (pKa = 4.64). Octena kiselina nastaje hidrolizom acetilnih grupa iz
hemiceluloze, a mravlja i levulinska kiselina nastaju tijekom hidrolize polisaharida s jakim
kiselinama (Jonsson i sur., 2013). Mravlja kiselina nastaje razgradnjom furfurala i HMF-a, a
levulinska kiselina samo razgradnjom HMF-a. Nedisocirane slabe kiseline mogu slobodno
difundirati kroz membranu u citoplazmu. Citoplazma ima pH vrijednost oko 7 jedinica te
dolazi do disocijacije kiseline $to uzrokuje smanjenje pH vrijednosti citoplazme (Palmqvist i
Hahn—Hégerdal, 2000b).

2.3.2. Aldehidi furana

Aldehidi furana dobiveni predobradom lignoceluloznih sirovina su furfural i 5-
hidroksimetilfurfural (HMF). Furfural nastaje razgradnjom pentoza, a HMF razgradnjom
heksoza pri visokoj temperaturi i tlaku (Palmgvist i Hahn—Héagerdal, 2000b; Jonsson i sur.,
2013). Molekularni mehanizmi i utjecaj ovih toksi¢nih spojeva na rast bakterija mlijecne

kiseline nisu dovoljno istrazeni.
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2.3.3. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi s niskom molekulskom masom imaju vec¢i inhibitorni u¢inak na radni
mikroorganizam od furfurala i HMF-a, ali zbog vrlo niske koncentracije ovih spojeva u
hidrolizatu, vrlo je tesko ispravno odrediti utjecaj ovih spojeva na radni mikroorganizam.
Utjecu na stanicu tako Sto narusavaju strukturu stani¢ne membrane i njenu funkciju selektivne
barijere. Pretpostavlja se da fenolni spojevi interferiraju sa membranom mijenjaju¢i omjer
lipida 1 proteina stanicne membrane naruSavajué¢i pritom njenu funkcionalnost, no taj
mehanizam inhibicije jo$ nije razjasnjen ( Jonsson i sur., 2013). Inhibirajuci utjecaj fenolnih i
aromatskih spojeva je vrlo razli¢it i ovisi o funkcionalnim grupama fenolnih spojeva. Nisko
ograni¢ena i moze ovisiti o sastavu lignoceluloznog hidrolizata ili definirane podloge
(Palmqgvist i Hahn—Hégerdal, 2000b). Vecina fenolnih spojeva koji nastaju tijekom kiselinske

hidrolize lignoceluloznih sirovina je formirano iz lignina (Jiang i sur., 2016).

2.4. Uklanjanje inhibitora iz lignoceluloznih hidrolizata

Kako bi se rijeSio problem toksi¢nosti spojeva na rast i aktivnost mikroorganizama
razvijen je veliki broj fizikalnih, kemijskih 1 bioloSkih metoda uklajnjanja inhibitora iz
hidrolizata lignoceluloznih sirovina (Jiang i sur., 2016). Navedene metode povecavaju cijenu i

kompleksnost te smanjuju ekonomsku isplativost samog bioprocesa.

Metode uklanjanja inhibitora iz lignoceluloznih hidrolizata su:
(1) dodatak aktivnog ugljena
(2) ekstrakcija toksi¢nih spojeva organskim otapalima (npr. etil acetat, trialkilamin,
superkriti¢éna otopina CO,)
(3) ion izmjenjivacka kromatografija
(4) ,,ion exclusion* kromatografija
(5) uklanjanje toksicnih spojeva pomoc¢u molekularnih sita
(6) dodavanje luzina (npr. kalcijev hidroksid, natrijev hidroksid)
(7) koristenje filamentoznih gljiva ( npr. Trichoderma reesei )

(8) enzimski predtretman (lakaze, peroksidaze; Jonsson i sur., 2013).
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Uklanjanje inhibitora iz hidrolizata lignoceluloznih sirovina (detoksifikacija) povecava
cijenu procesa. Dodavanje kalcijevog hidroksida u suvisku je najcesée koriStena metoda
detoksifikacije. Kalcijev hidroksid (ili neki drugi hidroksid) se dodaje u hidrolizat dok se ne
postigne pH vrijednost hidrolizata od 10-10,5 jedinica. Nastali talog, koji sadrzi uglavnom
kalcijeve soli niske topljivosti od kojih je najvise prisutna sol kalcijevog sulfata, izdvaja se
nakon mijeSanja. Proces detoksifikacije se moze kombinirati sa zagrijavanjem hidrolizata jer
se povecanjem temperature topivost kalcijeva sulfata smanjuje i mogu se izdvojiti hlapljivi
spojevi (npr. furfural). Sulfit se ¢esto dodaje u odredenoj fazi detoksifikacije, prije ili poslije
dodavanja kalcijevog hidroksida (Olsson i Hahn-Hiigerdal, 1996). Razli¢ite metode
detoksifikacije djelomi¢no uklanjanju inhibitore iz podloge i ne mogu se direktno
usporedivati jer ovise o vrsti hidrolizata i odabiru mikroorganizma koji ¢e se koristiti za
fermentaciju. Neki mikroorganizmi mogu rasti na podlogama u kojima se nalazi odredeni
toksi¢ni spoj ili kombinacija razli¢itih toksi¢nih spojeva. Ako je koncentracija ovih spojeva u
podlozi relativno visoka, moze rezultirati inaktivacijom stanice (Palmgvist i Hahn—Hégerdal,
2000a).

2.5. Proizvodnja mlije¢ne Kiseline iz lignoceluloznih sirovina

Mlije¢na kiselina (2-hidroksipropanska kiselina, CH3—CH(OH)-COOQOH ) je organska
kiselina koja se koristi u prehrambenoj (zaéin i konzervans), farmaceutskoj, kozmetickoj i
tekstilnoj industriji i kao ishodi$ni spoj za proizvodnju razli¢itih kemikalija (Hofvendahl i
Hahn-Hégerdal, 2000; Laopaiboon i sur., 2009; Abdel-Rahman i sur., 2011). Koristi se
takoder za proizvodnju biopolimera polilaktata (PLA, eng. polylactic acid). Polilaktati se
koriste za proizvodnju ekoloski prihvatljive biorazgradive plastike, te su dobra alternativa za
plastiku proizvedenu iz petrokemikalija. PLA se Koristiti i u medicinske svrhe za konce
kojima se Sivaju rane i ortopedska pomagala (Abdel-Rahman i sur., 2011).

Mlijjecna kiselina se moZe proizvesti kemijskom sintezom ili mikrobnom fermentacijom.
Mikrobnom fermentacijom dobivaju se L-(+)-mlijecna kiselina, D-(-)-mlije¢na kiselina i
smjesa L-(+)-/ D-(-)-mlije¢ne kiseline u razli¢itim omjerima (John i sur., 2007) ,dok se
kemijskom sintezom iz petrokemijskih izvora dobiva racemi¢na smjesa D-(-)- i L-(+)-
mlijecne Kiseline (Hofvendahl i Hahn—-Hégerdal, 2000). Danas se skoro sva mlijecna kiselina
proizvodni mikrobnom fermentacijom iz obnovljivih sirovina. Bioproces se provodi pri

relativno niskim temperaturama i uz mali utro$ak energije. Mikroorganizmi koji se koriste za
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proizvodnju mlijecne kiseline su uglavnom bakterije iz roda Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc i Enterococcus (Tablica 2). Za proizvodnju mlijecne kiseline mogu se koristiti
sojevi plijesni Mucor, Monilia i Rhizopus od kojih je najpoznatiji Rhizopus oryzae (John i
sur., 2007). U industrijskom mjerilu mlijecna kiselina uglavnom se proizvodi se iz glukoze,
saharoze, laktoze i hidrolizatima Skroba dobivenih iz Se¢erne repe, melase, sirutke i je¢menog
slada (Ghaffar i sur., 2014). Kako se navedene sirovine koriste u prehrani zivotinja i ljudi
potrebno je pronaci jeftine i Siroko dostupne sirovine za proizvodnju mlije¢ne kiseline po
relativno niskoj cijeni. Lignocelulozni materijali koji se dobivaju kao nusproizvod ili otpadni
proizvod iz prehrambene industrije, poljoprivredne proizvodnje razli¢itih usjeva I Sumarske
industrije predstavljaju jeftin i obnovljiv izvor sirovine za biotehnolosku proizvodnju mlije¢ne
kiseline u industrijskom mijerilu. Potreba za predobradom lignocelulozne sirovine kako bi se
iz njene kompleksne strukture dobili jednostavni fermentabilni ugljikohidrati (glukoza,
ksiloza, arabinoza, manoza) koje BMK mogu fermentirati do mlije¢ne kiseline jo§ uvijek
predstavlja veliku prepreku u ucinkovitom koristenju ovih sirovina u industrijskom mjerilu.
Glavni problemi koji spre¢avaju uspjesnu proizvodnju mlijecne kiseline iz lignoceluloznih
sirovina su otpornost sirovine i problemi s odabirom predobrade; visoka cijena enzima za
hidrolizu 1 njihova inhibicija toksi¢nim spojevima; nastajanje  nusproizvoda
heterofermentacijom; katabolicka represija izvorom ugljika uzrokovana heterogenim
sastavom ugljikohidrata u hidrolizatu lignocelulozne sirovine (Abdel-Rahman i sur., 2011).

Biotehnoloska proizvodnja mlije¢ne Kiseline iz lignoceluloznih sirovina podjeljena je na Cetiri
opce faze : (1) predobrada — razgradnja lignocelulozne strukture; (2) enzimska hidroliza —
prevodenje celuloze i hemiceluloze u fermentabilne ugljikohidrate (npr. glukozu,
ksilozu,arabinozu); (3) fermentacija — biokonverzija dobivenih ugljikohidrata u mlije¢nu
kiselinu pomo¢u BMK; (4) izdvajanje i1 prociS¢avanje — dobivanje mlije¢ne kiseline za
komercijalne svrhe. Glavni izazov u biotehnolo$koj proizvodnji mlije¢ne kiseline na
hidrolizatima lignoceluloznih sirovina je pronalazak mikroorganizma koji moZe fermentirati

ksilozu i tolerirati toksi¢ne spojeve (Olsson i Hahn—Haigerdal, 1996; Jiang i sur., 2016).
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Tablica 2. Mikroorganizmi koji proizvode mlije¢nu kiselinu iz lignoceluloznih sirovina.

Mikroorganizam Sirovina/y(@L™") | sk (gL Referenca
Rhizopus sp. MK-96-1196 kuk. oklasci / 100 24,0 Miura i sur., 2004
Bacillus coagulans pSeni¢na slama / 407 Maas i sur., 2008
DSM 2314 230
Enterococcus faecalis RKY1 drvo hrasta / 100 93,0 Wee i sur., 2004
Lactobacillus brevis kuk. oklasci / 56,9 39,1 Guo i sur., 2010
Lactobacillus intermedius kukuruzna vlakna / 213 Saha i Nakamura,
NRRL B-3693 50,6 ’ 2002

2.5.1. Bakterije mlije¢ne Kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su gram pozitivne, nesporogene bakterije oblika
Stapi¢a ili koka iz rodova Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus i
Pediococcus i roda Carnobacterium, koje proizvode kao primarni proizvod mlije¢nu kiselinu
fermentacijom ugljikohidrata (Rattanachaikunsopon i Phumkhachorn, 2010). Bakterije
mlije¢ne kiseline dijele se u dvije osnovne grupe prema kona¢nom proizvodu fermentacije
glukoze. Kod homofermentativnih bakterija Pediococcus, Lactococcus i Streptococcus i nekih
bakterija iz roda Lactobacillus kao krajnji produkt razgradnje glukoze nastaje samo mlije¢na
kiselina. Ove bakterije koriste Embden-Meyerhof-Parnas metabolicki put za proizvodnju dva
mola laktata po molu glukoze 1 proizvode duplo viSe energije nego heterofermentativne
bakterije. Heterofermentativne bakterije iz rodova Weissella i Leuconostoc, kao i neke
bakterije iz roda Lactobacillus, kao krajnji produkt razgradnje glukoze osim mlije¢ne kiseline
proizvode CO; etanol ili octenu kiselinu 6-fosfoglukonatnim putem (Rattanachaikunsopon i
Phumkhachorn, 2010; Slavica i sur., 2015). Fakultativno heterofermentativne bakterije
posjeduju oba navedena puta i fermentiraju glikolizom glukozu do laktata, a u uvjetima
limitacije glukoze 6-fosfoglukonatnim putem do navedenih produkata (Slavica i sur., 2015).

Danas se u industriji proizvodnje mlijecne kiseline najviSe koriste homofermentativne
bakterije mlijeCne kiseline iz roda Lactobacillus (Trontel i sur., 2010). Fermentacijom
ugljihohidrata nastaju dva izomera D-(-)- i L-(+)- mlijecne kiseline, od kojih je poznato da

bakterije iz rodova Pediococcus, Lactococcus and Lactobacillus mogu proizvoditi samo L-
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(+)- mlijecnu kiselinu, dok D-(-)- mlije¢nu kiselinu mogu proizvoditi samo bakterije iz roda
Lactobacillus. Smjesu D-(-)- i L-(+)- mlijecne kiseline najcesc¢e proizvode homofermentativne
bakterije iz rodova Pediococcus i Lactobacillus (Trontel i sur., 2010).

Bakterije mlije¢ne kiseline mogu rasti pri temperaturama 5-45 °C i pri optimalnoj pH
vrijednosti 5,5-6,5 jedinica (Ozcelik i sur., 2016) i mogu se posti¢i visoke brzine rasta, visoki
prinos i specificnost produkta (Trontel i sur., 2010). Jedne su od najvaznijih grupa
industrijskih mikroorganizama koje se koriste kao starter kulture i u proizvodnji fermentirane
hrane (npr. povrce, dijetetski dodaci, probiotici, kozmeticki sastojci i dr.) i imaju GRAS status
(Kormin i sur., 2001; Ozcelik i sur., 2016). Bakterije mlije¢ne kiseline proizvode razli¢ite
spojeve kao Sto su organske kiseline (mlije¢na, octena, propionska), diacetil, vodikov
peroksid i bakteriocine ili bakteriocidalne proteine tijekom mlije¢ne fermentacije, koje
uzrokuju antimikrobni ucinak u konzerviranju hrane i pi¢a (Rattanachaikunsopon i
Phumkhachorn, 2010). U konzerviranju hrane i pi¢a danas se najvise koristi bakteriocin nisin
kojeg proizvodi bakterija Lactobacillus lactis subsp. lactis koji uspje$sno sprjetava razvoj
spora bakterija Clostridium kao i druge bakterijske patogene i jedini je bakteriocin koji ima
GRAS status. Poznat je i bakteriocin plantaricin koji se proizvodi bakterijom Lactobacillus
plantarum (Kormin i sur., 2001), a bakterija Lactobacillus reuteri kao proizvod sekundarnog
metabolizma proizvodi antibiotik reuterociklin i kemijski spoj reuterin koji ima $irok spektar
aktivnosti i inhibicije na funge, protozoe i Sirok spektar djelovanja na gram pozitivne i

negativne bakterije (Rattanachaikunsopon i Phumkhachorn, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu, kao radni mikroorganizam, koriStene su bakterije mlije¢ne kiseline

Lactobacillus amylovorus DSM 205317 i Lactobacillus coryniformis subsp. torquens DSM

20004" iz zbirke mikroorganizama Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (Braunschweig, Njemacka).

3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

Tablica 3. Cistoca i podrijetlo kemikalija za pripravu hranjivih podloga i otopina.

Kemikalija Cistoéa Proizvodac
amonijev citrat p.a. Merck, Njemacka
D-(+)-ksiloza >99 %, za biokemiju Roth, Njemacka

L-(+)-arabinoza

za mikrobiologiju

Kemika, Hrvatska

D-(+)-glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
manganov sulfat monohidrat p.a. Merck, Njemacka
dikalijev hidrogenfosfat p.a. Merck, Njemacka
kvascev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
magnezijev sulfat p.a. Merck, Njemacka
mesni ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
natrijev acetat trihidrat p.a. Merck, Njemacka
pepton za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Tween 80® p.a. Merck, Njemacka
furfural p.a. Sigma-Aldrich, Njemacka
sumporna kiselina min. 96%, p.a. Kemika, Hrvatska
celobioza p.a. Molekula, UK
cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
etanol p.a. Carlo Erba Reagents, Italija
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Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo kemikalija za pripravu hranjivih podloga i otopina (nastavak).

Kemikalija Cistota Proizvodac

Hrvatski zavod za

demineralizirana voda p.a. transfuzijsku medicinu,
Hrvatska
fosfatna kiselina p.a. Fluka, Njemacka
kalcijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska

3.1.2.1. Hranjive podloge za odrZavanje, Cuvanje i uzgoj bakterijskih kultura

Kultura BMK L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniforimis subsp. torquens DSM
200047 ¢uvana je i odrzavana na &vrstoj i u tekuéoj De Man, Rogosa i Sharpe (MRS)
hranjivoj podlozi (Biolife, Milano, Italija; De Man i sur., 1960). Ova hranjiva podloga
koriStena je 1 za pripravu inokuluma za uzgoj BMK u Erlenmeyer-ovim tikvicama i
horizontalnom rotiraju¢em cijevnom bioreaktoru (HRCB). Za razliku od teku¢e MRS
podloge, ¢vrsta MRS podloga, osim ve¢ navedenih sastojaka, sadrzi i agar.

Sastav Gvrste MRS podloge (g L™): agar, 15; diamonijev citrat, 2; dikalijev
hidrogenfosfat, 2; glukoza, 20; kvascev ekstrakt, 5; magnezijev sulfat, 0,05; manganov sulfat,
0,2; mesni ekstrakt, 10; natrijev acetat, 5; pepton, 10 i Tween 80® 1 mL L™. Pocetne pH
vrijednosti priredenih teku¢ih hranjivin MRS podloga bila su 6,2 + 0,2 jedinica.

3.1.3. Aparatura i pribor
3.1.3.1. Horizontalni rotirajudi cijevni bioreaktor (HRCB)

Ovaj bioreaktorski sustav sastoji se od nosaca, bioreaktora izradenog od nehrdajuceg
Celika, elektromotora i kontrolne jedinice. Nosa¢ bioreaktora podupire posudu bioreaktora
¢ime omogucava njenu rotaciju preko osovine koju pokrece elektromotor. Kontrolna jedinica
omogucuje regulaciju broja okretaja bioreaktora (n) i intervalno ukljuc¢ivanje/ iskljucivanje
rotacije. Bioreaktor se rotira pomocu elektromotora snage 0,9 kW. Maksimalni broj okretaja

reaktora (n) iznosi 60 min™. Ovaj bioreaktor nema regulaciju temperature i pH vrijednosti, a
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ukupni volumen iznosi 30 L. Bioreaktor ima ugradena dva lopatasta mjesala duljine 0,6 m i
Sirine 0,04 m uévrscena na unutrasnju stijenku HRCB-a.
Sterilizacija bioreaktora provodi se direktnom parom. Bioreaktor ima dva mjesta za

izuzimanje uzoraka: (1) za izuzimanje tekuce faze i (2) za izuzimanje ¢vrste faze.

Slika 4. Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (Rosing d.o.0., Hrvatska)

3.1.3.2. Sustav za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti

(eng. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC)

Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC10AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan) sastoji se od
pumpe (LC-10ADvp), otplinjaca (DGU-14A), injektora (SIL-10 ADvp), uredaja za grijanje
kolone (CTO-10Avp), ionsko-izmjenjivacke analititke kolone (Supelcogel ™ C-610H; 30 cm
x 7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (SupelcogelwI H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 um), detektora
indeksa loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-19Avp) i ratunalnog programa za
kromatografiju (CLASS-VP v6.10).
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3.1.3.3. Ostala oprema

- analiticka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan);

- tehnitka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- autoklav Sutjeska;

- mikser EV-100, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- pH metar 744, Metrohm (Herisau, Svicarska);

- suSionik Instrumetarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);

- magnetna mije$alica MM-510, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- magnetna mjesalica Cimarec iTM Poly15 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

- oprema za filtraciju otopina [najlonski filter (0,20 um, 47 mm; Sartorius Stedim Biotech
GMBH, Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD) ]

- ultrazvucna kupelj USC300T (VWR International, Leuven, Belgija)

- UV/Vis spektrofotometar Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija)

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

- centrifuga Harrier 18/10 (Sanyo, Watford, Velika Britanija)

- centrifuga Beckman J-21B (Beckman Coulter, Krefeld, Njemacka)

- polipropilenske kivete volumena 10 mL i odgovarajuci adapteri (Nalgene, Nalge Nunc

International, Rochester, USA).
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Analiza sastava lignoceluloznih sirovina

Tablica 4. Udio strukturnih ugljikohidrata i lignina u lignoceluloznim sirovinama.

. . ngukan Wisilan Warabinan | WLTK WNTLK+pepeI
sirovina referenca
(%) (%) (%) (%) (%)
kukuruzovina 40,32 16,38 3,49 0,20 22,63 Lauder, 2016
kuk. oklasci 35,26 26,31 3,63 0,22 22,73 Govedarica, 2016
pSeni¢na slama 43,70 28,83 3,37 0,27 16,48 Ivanci¢, 2016

LTK - lignin topiv u kiselini; LNTK - lignin netopiv u kiselini

3.2.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina u visokotlaénom reaktoru

Predobrada lignoceluloznih sirovina provedena je u visokotlatnom reaktoru pri

uvjetima navedenim u Tablici 5 (Lauder, 2016; Govedarica, 2016; Ivanci¢, 2016). Ukratko,

odvagano je 500 grama (m.c) suhe tvari usitnjene lignocelulozne sirovine i stavljeno u reaktor

za predobradu lignoceluloznih sirovina. U reaktor je dodano 10 L (Vo) otopine sumporne

kiseline. Za procese su koriStene dvije otopine sumporne kiseline (W,so, = 0,5 % i 1,0 %;

Tablica 5). Nakon odredenog vremena zadrZavanja (t7) i ispustanja tlaka pare na atmosferski

tlak dobivene su dvije faze, tekuca i ¢vrsta faza hidrolizata lignocelulozne sirovine.

Tablica 5. Uvjeti u visokotlacnom reaktoru pri

lignoceluloznih sirovina.

kojima je provedena predobrada

. . Mic | tpare Ppare tz Vo | WHys0,
Sirovina ] Oznaka
@ | CC) | (bar) | (min) | (L) | (%)
1,0 KUK/210 °C/1 % H,SO4/5 min
kukuruzovina | 500 | 210 20 5 10 :
0,5 KUK/210 °C/0,5 % H,SO4/5 min
) 1,0 K.0./210 °C/1 % H,S04/5 min
kuk. oklasci | 500 | 210 20 5 10 _
0,5 K.0./210 °C/0,5 % H,S04/5 min
v ey 1,0 P.S./210 °C/1 % H,SO4/5 min
pSenitma | 509 | 210 | 20 | 5 | 10 AR
slama 0,5 P.S./210 °C/0,5 % H,SO4/5 min
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Za provodenje fermentacije koriStena je tekuca faza, odnosno hidrolizat lignoceluloznih

sirovina. Hidrolizat je neutraliziran sa 50 %-tnim kalcijevim hidroksidom. Dobivene

suspenzije su odcentrifugirane (Beckman, 5000 min®, 15 min) ili odekantirane. Sastav i

koncentracija ugljikohidrata i toksi¢nih spojeva u tekucoj fazi prikazan je u Tablici 6.

Tablica 6. Sastav hidrolizata lignoceluloznih sirovina (tekuée faze) dobivenih nakon

predobrade u visokotlaénom reaktoru.

Yolukoza Msiloza | Yarabinoza MHAC Yiormijat Nevulinska Murani
Oznaka Kis.
QLY | LD | (gL | @L™) | @Lh | (@Lh) | (9L
KUK210°C/ | 392 | 581 | 1,13 | 232 | 468 | 723 | 1,38
1 % H,S0O,4/5 min
KUKR210°C/ 1 458 | 453 | 145 | 162 | 305 | 055 | 299
0,5 % H,SO4/5 min
K.0.210 °C/ 371 | 600 | 101 | 219 | 415 | 624 | 1,03
1 % H,SO,4/5 min
KO210°CI05% | 413 | 595 | 105 | 239 | 337 | 206 | 399
H,SO4/5 min
P.S2I0°CT 1 618 | 251 | 086 | 126 | 340 | 269 | 178
1 % H,S0O,4/5 min
PS/210°C/ | 849 | 640 | 132 | 078 | 118 | 026 | L72
0,5 % H,S0O4/5 min

KUK - kukuruzovina; K.O. - kukuruzni oklasci; P.S. - pSeni¢na slama

3.2.3. Priprava hranjivih podloga

Bakterije L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniforimis subsp. torquens DSM 20004"
uzgajane su u dvije MRS podloge: (1) MRS podloga (MRS-glcy) i (2) modificirana MRS
podloga (MRS-glcs-ksis-arab;). MRS-glcyo podloga pripremljena je otapanjem praskaste MRS
podloge (Biolife, Milano, Italija) u demineraliziranoj vodi prema uputama proizvodaca, a
modificirana MRS podloga pripremljena je vaganjem i otapanjem pojedinacnih sastojaka

MRS podloge u demineraliziranoj vodi. U modificiranu MRS podlogu su dodani svi sastojci,
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osim ugljikohidrata, u koncentracijama navedenim u Poglavlju 3.1.2.1. Ugljikohidrati,
glukoza, ksiloza i arabinoza dodani su u podlogu u koncentracijamaod 5,5i1 g L™

Za uzgoj inokuluma za provodenje fermentacija koristena je MRS-glcy, podloga. Za
odredivanje utjecaja razli¢itih koncentracija furfurala na rast i aktivnost bakterije mlijecne
kiseline L. amylovorus DSM 205317 pripremljena je jedna MRS-glc, podloga (V = 150 mL)
koja je sluzila kao kontrola i sedam MRS-glcy, podloga (V = 150 mL) u koje je dodan furfural
u razli¢itim koncentracijama (100, 500, 1000, 2000, 3000, 4000 i 5000 mg L Tablica 7)

Bakterije L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004"
uzgajane su i u podlogama koje se sastoje od: (1) neutraliziranog hidrolizata kukuruzovine,
(2) neutraliziranog hidrolizata kukuruznih oklasaka i (3) neutraliziranog hidrolizata pseni¢ne
slame (Tablica 7). U sve tri podloge dodan je kvascev ekstrakt (5 g L™) i pepton (5 g L™).
Neutralizirani hidrolizati lignoceluloznih sirovina pripremljeni su kako je to opisano u
Poglavlju 3.2.2. Sve navedene podloge pipremljene su u Erlenmeyer tikvicama od 500 mL.
MRS pologe su sterilizirane u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 minuta, a podloge sa
hidrolizatima kukuruzovine, oklasaka i slame nisu sterilizirane.

Podloge za uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 205317 u HRCB-u sastoje se od
neutraliziranog hidrolizata kukuruzovine ili neutraliziranog hidrolizata pseni¢ne slame u koje
je dodan kvascev ekstrakt (5 g L™) i pepton (5 g L™). Hidrolizat kukuruzovine i hidrolizat
pSeni¢ne slame dobiveni su nakon predobrade u visokotlatnom reaktoru pri uvjetima 210
°C/20 bar/5 min/0,5 % H,SO,. Podloge nisu sterilizirane.

./ T A

: I

Slika 5 Prikaz hranjivih podloga: (1) MRS-glcs-ksis-arab;, (2) hidrolizat kuk. oklasaka
(K.0./210 °C/0,5 % H2SO4/5 min), (3) hidrolizat kukuruzovine (KUK/210 °C/0,5
% H2S04/5 min) i (4) hidrolizat pseni¢ne slame (P.S./210 °C/0,5 % H,SO4/5 min)
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Tablica 7. Podloge i uvjeti pri kojima je proveden uzgoj bakterija mlije¢ne kiseline u Erlemeyer tikvicama.

4 Y, (@ L)
BMK Podloga Vpodioga (ML) | T (°C) | #urfurar (Mg L) n N
glukoza | ksiloza | arabinoza
0 20 0 0
100 20 0 0
500 20 0 0
1000 20 0 0
MRS-glcao 150 40
2000 20 0 0
3000 20 0 0
4000 20 0 0
L amy;%‘gff DSM | 5000 20 0 0
MRS-glcs-ksis-arab; 300 40 0 5 5 1
KUK/210 °C/1 % H,SO4/5 min 300 40 1300 5 5 1
KUK/210 °C/0,5 % H2SO4/5 min 300 40 2990 5 5 1
K.0./210 °C/1 % H,S0,4/5 min 300 40 1030 5 5 1
K.0./210 °C/0,5 % H,S04/5 min 300 40 3990 5 5 1
P.S./210 °C/1 % H,SO4/5 min 300 40 1780 5 5 1
P.S./210 °C/0,5 % H,SO4/5 min 300 40 1720 5 5 1
MRS-glcs-ksis-arab; 300 40 0 5 5 1
L. coryniformis subsp. | KUK/210 °C/0,5 % H2SO4/5 min 300 40 2990 5 5 1
torquens DSM 20004 | K.0.210 °C/0,5 % H,S0O4/5 min 300 40 3990 5 5 1
P.S./210 °C/0,5 % H,SO4/5 min 300 40 1720 5 5 1

KUK - kukuruzovina; K.O. - kukuruzni oklasci; P.S. - pSeni¢na slama
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3.2.4. Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM

20004" i proizvodnja mlije¢ne kiseline u hranjivoj MRS-glcs-ksis-arab; podlozi

Suspenzija kulture L. amylovorus DSM 20531 (0,1 mL) precijepljena je iz tekuée
hranjive MRS podloge u staklene epruvete sa sterilnom hranjivom MRS podlogom (Vg = 10
mL) koje su inkubirane kroz 18 sati pri temperaturi od 40 °C. Ovako porasla kultura (7,5 mL;
2,5 % “*!/,1) koristena je kao inokulum za provodenje uzgoja u MRS-glcs-ksis-arab; podlozi
(Vk =300 mL).

Priprema inokuluma bakterije L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004 za uzgoj
ove bakterije u MRS-glcs-ksis-arab; podlozi (Vk = 300 mL) provedena je na isti nacin kao i za
L. amylovorus DSM 20531".

Uzgoji su provedeni pri 40 °C na magnetnoj mjesalici (n = 150 min™) bez podesavanja
pH vrijednosti. Tijekom ovih uzgoja uzorci su izuzimani u asepti¢nim uvjetima u pravilnim
vremenskim intervalima kako bi se odredila kinetika rasta bakterije i fermentacija

ugljikohidrata do mlijecne kiseline.

3.2.5. Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" i proizvodnja mlije¢ne kiseline na hidrolizatima kukuruzovine, kukuruznih

oklasaka i pseni¢ne slame u Erlenmeyer tikvicama

Bakterijska kultura L. amylovorus DSM 205317 uzgojena je u podlogama koje se
sastoje od hidrolizata kukuruzovine (KUK/210 °C/1 % H,SO4/5 min; KUK/ 210 °C/0,5 %
H,SO4/5 min), kukuruznih oklasaka (K.0./210 °C/1 % H2SO4/5 min; K.O./210 °C/0,5 %
H,SO4/5 min) i pseni¢ne slame (P.S./210 °C/1 % H,;SO4/5 min; P.S./210 °C/0,5 % H,SO04/5
min) u koje je dodan kvaséev ekstrakt i pepton (5 g L™; Tablica 7).

Bakterijska kultura L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004 uzgojena je u
podlogama koje se sastoje od hidrolizata kukuruzovine (KUK/210 °C/0,5 % H,SQO4/5 min),
kukuruznih oklasaka (K.0./210 °C/0,5 % H,SQO4/5 min) i pSeni¢ne slame (P.S./210 °C/0,5 %
H,SO./5 min) u koje je dodan kvascev ekstrakt i pepton (5 g L™; Tablica 7).

Podloge nisu sterilizirane, a korisni volumen podloge iznosio je 300 mL. Uzgoj ovih
bakterija je proveden pri 40 °C na magnetnoj mjesalici (n = 150 min™) bez podesavanja pH
vrijednosti. Sve podloge, nacijepljene su svjezom, preko noc¢i, poraslom kulturom L.
amylovorus DSM 205317 (7,5 mL) ili L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004" (7,5 mL)
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u hranjivoj MRS podlozi (16 h/40 °C). Tijekom ovog uzgoja u asepti¢nim uvjetima izuzimani
su uzorci u pravilnim vremenskim intervalima kako bi se odredila kinetika rasta bakterije i
fermentacija glukoze, ksiloze i arabinoze, dobivenih obradom sirovine, do mlije¢ne kiseline
uz prisutnost inhibitora fermentacije furfurala, formijata i dr., koji su nastali predobradom

sirovine.

3.2.6. Uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlije¢ne kiseline na
hidrolizatima kukuruzovine i pSeni¢ne slame dobivenih nakon predobrade u

visokotlaénom reaktoru s 0,5 % sumpornom Kkiselinom u HRCB-u

Svjeze uzgojenom suspenzijom kulture L. amylovorus DSM 205317 (30 °C/12 h, Vk =
10 mL) nacijepljeno je 400 mL tekuée hranjive MRS-glc podloge u Erlenmeyer tikvici (500
mL), nakon Cega je ova podloga inkubirana 16 sati pri 30 °C u staticnim uvjetima (bez
stresanja). Ovako porasla suspenzija (400 mL; 5 % “*/,o)) iz Erlenmeyer tikvice je u
aseptiénim uvjetima dodana u HRCB (Rosing d.o0.0., Hrvatska) u kojem je prethodno
sterilizirana podloga i ohladena do 30 °C. Hranjiva podloga je sastavljena od tekuce faze
hidrolizata dobivene predobradom lignoceluloznih sirovina u visokotlatnom reaktoru za
predobradu lignoceluloznih sirovina (KUK/210 °C/20 bar/5 min/0,5 % H,SOy; P.S./210 °C/
20 bar/5 min/0,5 % H,SO.) i kvascevog ekstrakta i peptona. Volumen podloge sa
hidrolizatom kukuruzovine iznosio je 2,6 L, a volumen pologe s hidrolizatom pseni¢ne slame
iznosio je 2,76 L. Tijekom uzgoja u ovom bioreaktoru podloga nije aerirana, a intervalnom
rotacijom [n = 10 min™; (12 minuta rotacija/ 48 minuta mirovanje HRCB-a)] odrzavana je
homogenost suspenzije. Temperatura podloge nije odrzavana, a pH vrijednost nije
podesavana tijekom ovog Sarznog bioprocesa. Nakon svakog izuzimanja uzorka odredena je
njegova opticka gustoca pri valnoj duljini svjetlosti od 600 nm (Aggo). Uzorci su izuzimani

tijekom uzgoja BMK u pravilnim razmacima.
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3.2.7. Uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlije¢ne kiseline u

hranjivim MRS podlogama sa furfuralom

Suspenzija kulture L. amylovorus DSM 20531" (0,1 mL) precijepljena je iz tekuce
hranjive MRS podloge u staklene epruvete sa sterilnom hranjivom MRS podlogom (Vg = 10
mL) koje su inkubirane kroz 18 sati pri 40 °C. Nakon inkubacije porasla kultura (3,75 mL)
koriStena je za nacjepljivanje sterilne MRS podloge u Erlenmeyer tikvici (Vk = 150 mL).
Tikvica je inkubirana kroz 18 sati pri 40 °C u statiénim uvjetima (bez stresanja). Ovako
porasla kultura koristena je kao inokulum za provodenje uzgoja. Inokulum je dodan u

(voI/V0I )

koncentraciji od 2,5 %
BMK L. amylovorus DSM 20531" uzgojena je u MRS-glcy podlozi (Vk = 150 mL) i
MRS-glcy podlozi (Vk = 150 mL) u koje je dodan furfural u koncentracijama koje su
prikazane u Tablici 7. Uzgoj je proveden pri 40 °C na magnetnoj mjesalici (n = 150 min™) bez
podesavanja pH vrijednosti.
Tijekom uzgoja u asepti¢nim uvjetima izuzimani su uzorci u pravilnim vremenskim
intervalima kako bi se odredila kinetika rasta bakterije i fermentacija glukoze do mlije¢ne

Kiseline uz prisutnost furfurala kao inhibitora.

3.2.8. Analiti¢ke metode

Tijekom uzgoja u Erlenmeyer tikvicama (Poglavlje 3.2.5.) i uzgoja u HRCB-u
(Poglavlje 3.2.6.) bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens
DSM 20004 " praéena je opticka gustoéa izuzetih uzoraka (ODggo) (Poglavlje 3.2.8.1.). Nakon
izdvajanja biomase centrifugiranjem odredena je koncentracija suhe tvari biomase
gravimetrijskom metodom (%) samo tijekom uzgoja u MRS-glc, i modificiranoj MRS-glcs-
ksis-arab; podlozi (Poglavlje 3.2.4.), a u supernatantima MRS podloga odredena je
koncentracija: glukoze (jqic), ksiloze (jsi), arabinoze (jarab), mlijecne kiseline (yvk) 1 octene
kiseline (yok). U supernatantima podloga koje se sastoje od hidrolizata lignoceluloznih
sirovina (Tablica 8) odredene su i koncentracije levulinske (yix) i mravlje kiseline (#ormijat)
HPLC metodom, postupkom opisanim u Poglavlju 3.2.8.3. Osim toga koncentracija ukupnih

furana odredena je spektrofotometrijski (Martinez i sur., 2000; Ivanci¢, 2016).
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3.2.8.1. Odredivanje opti¢ke gustoce uzoraka hranjive podloge

Izuzeti uzorci imali su visoku opti¢ku gustoéu (Ageo > 1,5 AU), pa je bilo potrebno
prirediti odgovarajuca razrijedenja ovih uzoraka. Odredeni volumen svakog razrijedenja (V =
4 mL) prenesen je u kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka) i
pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra Cary 13E Varian (Mulgrave, Australija) odredena je

opticka gustoca pri valnoj duljini (4) od 600 nm (Ago).

3.2.8.2. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase gravimetrijskom metodom

U prethodno osu$ene i izvagane kivete od 10 mL (Nalgene, Nalge Nunc International,
New York, SAD) pipetom je preneseno 5 mL izuzete suspenzije. Uzorak je centrifugiran
(4500 g, 10 min, 4 °C, Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija) i nakon toga je
supernatant otpipetiran iz kivete. Izdvojena biomasa je susena pri 105 °C do konstantne mase.
Nakon susenja i vaganja kiveta s osusenom biomasom na analitickoj vagi Shimadzu (Kyoto,

Japan), izraCunata je koncentracija suhe tvari biomase (%) prema slijede¢em izrazu:

(="K LY [3-1]

m - masa kivete s biomasom nakon suSenja [g],
Mk - masa prazne kivete nakon susenja [g],

Vuz - volumen uzorka [L].

3.2.8.3. Analiza uzoraka teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

Iz uzoraka izuzetih tijekom uzgoja bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L.
coryniformis subsp. torquens DSM 20004" centrifugiranjem (4500 g, 10 min, 4 °C, Harrier
18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija) je izdvojena biomasa. 1z dobivenih supernatanata
talozenjem su izdvojeni proteini sa cinkovim sulfatom heptahidratom (Poglavlje 3.2.8.3.1.).
Dobivena otopina je profiltirana pomocu Sprica kroz najlonski filter sa porama veli¢ine 0,20

um. Filtrat je analiziran pomoc¢u kromatografskog sustava.
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3.2.8.3.1. TaloZenje proteina iz uzoraka cinkovim sulfatom

U supernatant uzorka volumena 700 xL dodana je otopina cinkovog sulfata
heptahidrata (» = 100 g L™) u omjeru volumena 1:1 (V = 700 uL). Dobivena otopina
intenzivno je izmjeSana tijekom 20-ak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki,
Slovenija) i1 ostavljena minimalno 20 minuta pri sobnoj temperaturi da se proteini istaloze.
Centrifugiranjem (10000 g, 5 min, 4 °C; Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija)
izdvojeni su istalozeni proteini, a dobiveni supernatant profiltriran je pomocu $price na koje
je, kao nastavak, dodan najlonski filter s porama veli¢ine 0,20 #m (Sartorius Stedim Biotech
GMBH, Goettingen, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci analizirani su pomo¢u Shimadzu
CLASS-VP LC-10Avr sustava (Poglavlje 3.2.8.3.2.).

3.2.8.3.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10Avp (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koristen je za odredivanje koncentracije ugljikohidrata (glukoze, ksiloze, arabinoze), mlije¢ne,
octene, levulinske i mravlje kiseline u uzorcima. Za analizu priredenih uzoraka koristena je
kromatografska metoda opisana u radovima Trontel i sur. (2010, 2011a). Kao mobilna faza
koriStena je 0,1 % otopina fosforne kiseline. Injektirano je 20 pL uzorka u sustav. Protok
mobilne faze je 0,5 mL min™, a temperatura ionsko — izmjenjivatke analitike kolone
(Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x
4,6 mm ID, 9 um) 55 °C. Za detekciju je koristen detektor indeksa loma.

Obrada rezultata dobivenih kromatografskom analizom napravljena je pomocu
raunalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP v6.10). Pripadajuce vrijednosti oCitane

su iz bazdarnih pravaca (Tablica 8).
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Tablica 8. Retencijska vremena i bazdarni pravci.

Spoj tr (Min) jednandzba bazdarnog pravca R ()
celobioza 11,885 + 0,035 A = 221943 eeropioza + 838,98 0,9999
glukoza 14,045 + 0,040 A = 226208,50 ygiukoza - 1433,13 1,0000
ksiloza 14,834 £ 0,037 A =223510 psiloza + 1070,5 1,0000
arabinoza 16,061 + 0,034 A = 225152 %rapineza + 562,39 0,9999
mlije¢na kiselina | 18,520 + 0,028 A = 119006 pinjijeena kiselina + 1369,5 0,9999
mravlja Kiselina | 18,520 + 0,018 A = 82201 jmravija kiselina - 125,4 0,9983
octena kiselina 19,825 + 0,026 A = 112445 Yoctena kiselina T 1276,1 0,9989
levulinska kiselina | 21,388 + 0,051 A =207915 Hevulinska kiselina T 3222,5 0,9998
etanol 25,406 + 0,014 A = 819297 @etanol - 1766,9 0,9992

*tr izraZzeno kao srednja vrijednost + standardna devijacija; A, povrSina

3.2.8.4. Izrac¢unavanje pokazatelja uspjeSnosti rasta i proizvodnje mlije¢ne Kiseline

Prinos biomase (Yx)

Yy =X-X, [gL"]

Xo - po&etna koncentracija biomase [g L™]

X - kona&na koncentracija biomase [g L™]

Prinos produkta (Yp)

Yp=P-P, [gL]

Po - pogetna koncentracija produkta [g L™

P - kona&na koncentracija produkta [g L™]
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Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yx;s)

p _ ) A
Xs” (5o-S) AS As ‘B8

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

(Marié i Santek, 2009).

Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Ypss)

_(P-Py) AP Yp

— - —_T -1
T o) A5 as &€

So, Po - pogetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™],
S, P - kona¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™],
(Mari¢ i Santek, 2009).

Koeficijent nastajanja produkta po biomasi (Yp/x)

_(P-Py) AP Y

_yTv_= _-F -1
YP/X (XO-X) AX YX [gg]

Xo, Po - pogetna koncentracija biomase, odnosno produkta [g L™],
X, P - kona¢na koncentracija biomase, odnosno produkta [g L'l],

(Mari¢ i Santek, 2009).

Brzina potrosSnje supstrata (rs)

Ln(S) =rs-t+b
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Brzina nastajanja produkta (rp)

Ln P) =r,-t+b

Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase («r,)

Ln (X) =u, -t+b
Produktivnost (Pr)
Yx ili Y
Pr= x 1 7p [kgm'3 h'l]
ly

Yx - prinos biomase [g L™]
Yp - prinos produkta [g L™]

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

U ovom su radu kao radni mikroorganizam koristene BMK Lactobacillus amylovorus
DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004'. Pomoéu ovih bakterija,
provedene su fermentacije u modificiranoj MRS podlozi (MRS-glcs-ksis-arab;) koje kao
glavni izvor ugljika imaju glukozu (¥~ 5,0 g L), ksilozu (¥~ 5,0 g L™ i arabinozu (y~ 1,0 g
LY. Osim u modificiranim MRS podlogama, proizvodnja mlije¢ne kiseline s pomocu ove
dvije bakterije provedena je i na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (kukuruzovine,
kukuruznih oklasaka i pseni¢ne slame). Hidrolizati lignoceluloznih sirovina koji su koriSteni u
fermentacijama dobiveni su predobradom lignoceluloznih sirovina u visokotlacnom reaktoru
za predobradu lignoceluloznih sirovina, kako je to opisano u Poglavlju 3.2.2. BMK
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 koristena je i za proizvodnju mlijeéne kiseline na
hidrolizatima pseni¢ne slame i kukuruzovine u HRCB-u. Kako tijekom predobrade
lignoceluloznih sirovina nastaju razliciti toksicni spojevi (furfural, HMF, levulinska kiselina,
mravlja kiselina) odreden je i utjecaj razliCitih koncentracija furfurala na rast i aktivnost

bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 205317 te na proizvodnju mlije¢ne kiseline.

Rezultati provedenih istrazivanja podijeljeni su u sljedeca poglavlja:

a) Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens
DSM 200047 i proizvodnja mlijene kiseline u hranjivoj MRS-glcs-ksis-arab;
podlozi (Poglavlje 4.1.);

b) Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniformis subsp. torquens
DSM 20004" i proizvodnja mlijecne kiseline na hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina u Erlenmeyer tikvicama (Poglavlje 4.2.);

¢) Uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlijeéne kiseline na
hidrolizatima lignoceluloznih sirovina u HRCB-u (Poglavlje 4.3.);

d) Uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 20531" u hranjivim MRS-glc, podlogama s
razli¢itim koncentracijama furfurala (turfuras = 100-5000 mg L) bez regulacije pH

vrijednosti (Poglavlje 4.4.).
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4.1. Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" i proizvodnja mlije¢ne Kiseline u hranjivoj MRS-glcs-ksis-arab; podlozi

U ovom su poglavlju prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus
amylovorus DSM 205317 i Lactobacillus coryniformis subsp. torquens DSM 20004" u
modificiranim MRS-glcs-ksis-arab; hranjivim podlogama. Fermentacije su provedene pri 40
°C i bez regulacije pH vrijednosti podloge na magnetnoj mjesalici (n = 150 min™, Cimarec
iTM Polyl5, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Ove dvije bakterije mlijecne kiseline
odabrane su za provodenje bioprocesa proizvodnje mlije¢ne kiseline u modificiranim MRS
podlogama u kojima su kao glavni izvor ugljika koristeni ugljikohidrati koji se nalaze u
lignoceluloznim sirovinama. Rezultati analize izuzetih uzoraka tijekom uzgoja prikazani su
Slikama 6 i 7. Kineticki parametri potro$nje supstrata, rasta biomase i proizvodnje mlije¢ne

kiseline prikazani su Tablicama 9 i 10.

7/glc' Yksi, Yarab (g L_l)

t (h)

Slika 6. Promjene koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (i, ™), arabinoze (yaran, ), suhe
tvari bakterijske biomase (yx, A), mlije¢ne (ymk, O) i octene kiseline (yox, @) u
uzorcima izuzetim tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 205317

u hranjivoj MRS-glcs-ksis-arab; podlozi.
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Prozvodnja mlije¢ne kiseline s pomocu bakterije L. amylovorus DSM 20531 u MRS
podlozi u kojoj su, osim glavnog izvora ugljika glukoze (yc = 5 9 L), dodane pentoze,
ksiloza (i ~ 5 g L™) i arabinoza (jam» = 1 g L), provedeno je kako bi se utvrdilo moze li
bakterija L. amylovorus DSM 20531" fermentirati uz glukozu i ove dvije pentoze. Ksiloza i
pentoza su ugljikohidrati koji se nalaze u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (Boguta i
sur., 2014). Sarzni uzgoj proveden u Erlenmeyer tikvici u trajanju od 10 sati pri temperaturi
od 40 °C. Ova amilolitiCka homofermentativna bakterija moze fermentirati veliki broj mono- i
di- saharida, ali ne moze fermentirati pentoze do mlije¢ne kiseline (Trontel i sur., 2011).
Prema podacima dobivenim HPLC analizom tijekom rasta bakterije L. amylovorus DSM
205317 zabiljezena je mala promjena u koncentraciji ksiloze (Axsi = 0,59 g L%, a
koncentracija arabinoze bila je konstantna (Ayms = 0,00 g L™; Slika 6). Nakon relativno
kratke lag faze koja je trajala 2 sata, bakterija je usla u eksponencijalnu fazu rasta koja je
trajala 4 sata i u toj fazi je postignut najveéi prinos mlije¢ne kiseline (suk = 5,07 g L™). U
Sestom satu uzgoja bakterija je usla u stacionarnu fazu pri koncentraciji glukoze (ygc = 0,96 ¢
L) i koncentraciji biomase (x = 1,58 g L™). Maksimalna koncentracija mlije¢ne kiseline i
biomase postignuta je u devetom satu uzgoja (ymkm = 7,11 g L™, 5% = 1,66 g L™). Osim
koncentracije mlije¢ne kiseline, pracena je i promjena koncentracija octene kiseline. Acetat je
u podlogu dodan kao sol natrijevog acetata koji je sastojak MRS podloge sa pocetnom
koncentracijom acetata od 4,15 g L™. Tijekom fermentacije nije doslo do promjene
koncentracije octene Kkiseline 3to ukazuje da bakterija L. amylovorus DSM 20531"
homofermentativnim putem fermentira glukozu do mlijeéne kiseline. Drugi proizvodi
fementacije (octena i mravlja kiselina, odnosno etanol) nisu zabiljezeni HPLC metodom u
ovom eksperimentu. Maksimalna specifiéna brzina rasta (um) ove bakterije iznosila je 0,13 h™
uz produktivnost mlije¢ne kiseline (Pryx) od 0,62 g L™ h™ (Tablica 10). Znatno veéa unm
(0,41-0,67 h™) i Pryk (1,05-1,69 g L™ h™) dobiveni su uzgojem bakterije L. amylovorus DSM
20531" u MRS podlozi i modificiranim MRS podlogama sa saharozom i Skrobom uz

regulaciju pH vrijednosti (5,5 + 0,2) pri 40 °C (Trontel i sur., 2011).
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7g|cv 7ksi, Yarab (g I—_l)

t(h)

Slika 7. Promjene koncentracije glukoze (ygic, L), ksiloze (xsi, ), arabinoze (yara, ), suhe
tvari bakterijske biomase (yx A), mlijeéne (jmk, O) i octene Kiseline (yox, @) u
uzorcima izuzetim tijekom uzgoja bakterije L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" u hranjivoj MRS-glcs-ksis- arab; podlozi.

Provedena je i prozvodnja mlijeéne kiseline s pomocu bakterije L. coryniformis subsp.
torquens DSM 20004 u MRS-glcs-ksis-arab;. Ova bakterija pripada skupini fakultativno
heterofermentativnih bakterija mlijecne kiseline i proizvodi isklju¢ivo D-(-)- stereoizomer
mlije¢ne kiseline (Slavica i sur., 2015). Za razliku od bakterije L. amylovorus DSM 205317,
tijekom uzgoja bakterije L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004" nije utrosena sva
glukoza iz podloge (t = 18 h; yc = 2,96 g L™), dok je koncentracija ksiloze smanjena za 0,85
g L™ (t =18 h; s = 2,92 g LY. Koncentracija arabinoze iznosila je oko 1 g L™ tijekom
cijelog uzgoja (Slika 7). Nakon lag faze koja je trajala 5 sati, bakterija je usla u
eksponencijalnu fazu rasta koja je trajala sedam sati i u toj fazi je postignut prinos mlije¢ne
kiseline od 3,29 g L™*. Nakon 12 sati uzgoja postignuta je maksimalna koncentracija biomase
(7 = 1,58 g L™), a maksimalna koncentracija mlije¢ne kiseline postignuta je u 14. satu uzgoja
(mik = 3,37 g L™). Tijekom fermentacije nije doslo do proizvodnje octene kiseline ni drugih
proizvoda fermentacije (mravlja kiselina i etanol). Maksimalna specificna brzina rasta (um)
ove bakterije iznosila je 0,06 h™ uz produktivnost mlije¢ne kiseline (Pryk) od 0,16 g L™ h*

(Tablica 10). Bakterija L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004" u istim uvjetima ima
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duplo manju specifi¢nu brzinu rasta od bakterije L. amylovorus DSM 205317 (Tablica 9).

Tijekom bioprocesa provedenog s pomoc¢u bakterije L. coryniformis subsp. torquens DSM

20004 proizvedeno je i duplo manje mlije¢ne kiseline, dok je produktivnost bioprocesa

(Prmk) bila gotovo Cetiri puta manja u odnosu na vrijednosti dobivene L. amylovorus DSM

205317 (Tablica 10).

Tablica 9. Pokazatelji uspjeSnosti rasta biomase dobiveni tijekom uzgoja bakterija L.
amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004 u

hranjivim MRS glcs-ksis-arab; podlogama pri 40 °C i bez regulacije pH

vrijednosti.
Ak tFAZIZhF;ASTA Fgic m xm Yys Pry
lag |eksp | (") | (W) |(@LY)| (g™ | (gL' h™)
L. amylovorus DSM
20531" 2 4 0,69 | 0,13 | 0,88 0,17 0,09
L. coryniformis subsp.
torquens DSM 20004 4 7 0,06 | 0,06 | 0,69 0,30 0,04

Tablica 10. Pokazatelji uspjesnosti proizvodnje mlijecne kiseline dobiveni tijekom uzgoja

bakterija L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniformis subsp. torquens DSM

20004" u hranjivim MRS glcs-ksis-arab; podlogama pri 40 °C i bez regulacije pH

vrijednosti.
Mk me YP/S YP/X PrMK
BMK 1 i 1 1 "
(h™) (gL?) (99”) (997 (gL"h7)
L. amylovorus DSM
205317 052 | 711 1,00 3,80 0,62
L. coryniformis subsp.
torquens DSM 20004 0,20 3,37 093 4,20 0,16
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4.2. Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" i proizvodnja mlije¢ne kiseline na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina u

Erlenmeyer tikvicama

U ovom su poglavlju prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus
DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004" u podlogama pripremljenim od
hidrolizata kukuruzovine, kukuruznih oklasaka i1 pSeni¢ne slame koji su dobiveni
predobradom u visokotlaénom reaktoru (Poglavlje 3.2.2.). Fermentacije su provedene pri 40
°C i bez regulacije pH vrijednosti podloge na magnetnoj mjesalici (n = 150 min™*, Cimarec
ITM Polyl5, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) u Erlemeyer tikvicama. U Poglavljima
4.2.1. prikazani su rezultati uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniformis
subsp. torquens DSM 20004" na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina (kukuruzovina,
kukuruzni oklasci i pseni¢na slama) dobivenih nakon predobrade u visokotlaénom reaktoru uz
0,5 % sumpornu kiselinu kao katalizator, a u Poglavlju 4.2.2. su prikazani rezultati uzgoja
bakterije L. amylovorus DSM 20531 na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina kukuruzovina,
kukuruznih oklasaka i pSeni¢ne slame dobivenih nakon predobrade u visokotlatnom reaktoru

uz 1,0 % sumpornu kiselinu kao katalizator.

4.2.1. Uzgoj bakterija L. amylovorus DSM 20531" i L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" i proizvodnja mlije¢ne kiseline na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina
dobivenih nakon predobrade u visokotlaénom reaktoru s 0,5 % sumpornom

kiselinom kao katalizatorom

U ovom poglavlju su prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus
amylovorus DSM 205317 i Lactobacillus coryniformis subsp. torquens DSM 20004" u
podlogama pripremljenim od hidrolizata kukuruzovine, kukuruznih oklasaka i pseni¢ne slame
dobivenih preodbradom u visokotlatnom reaktoru s 0,5 % sumpornom Kkiselinom kao
katalizatorom (Tablica 7, Poglavlje 3.2.3.). Rezultati analize uzoraka izuzetih tijekom uzgoja
prikazani su na Slikama 8-13, a kineticki parametri potroS$nje supstrata i proizvodnje mlijecne

kiseline prikazani su u Tablici 11.
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Bakterija L. amylovorus DSM 20531" moze rasti na hidrolizatu kukuruzovine (Slika 8) i
hidrolizatu pseni¢ne slame (Slika 10), ali ne raste na hidrolizatu kukuruznih oklasaka (Slika
9). Tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu kukuruzovine,
glukoza je potpuno utrosena iz podloge ve¢ u 0Smom satu uzgoja uz brzinu potroSnje glukoze
(rgic) od 0,26 h. Od podetka uzgoja zabiljeZen je i pad koncentracije ksiloze (Ansi = 1,31 g L
1). Ova bakterija nije utrogila svu glukozu tijekom rasta na hidrolizatu slame (t = 24 h; Yolc =
2,09 g L' uz brzinu potrosnje glukoze od 0,17 h™, dok je koncentracija ksiloze ostala
konstantna tijekom uzgoja. Promjena koncentracije arabinoze nije vidljiva ni u jednom
uzgoju. Uzgojem bakterije L. amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu kukuruzovine i
pseni¢ne slame, dobivena je sli¢na koncentracija mlije¢ne kiseline (#km = 6,30-6,38 g L™
Tablica 11), ali uz Cetiri puta veéu brzinu proizvodnje mlijeéne kiseline u uzgoju na

hidrolizatu kukuruzovine (ruk = 0,63 h™) u odnosu na uzgoj na hidrolizatu slame (ruk = 0,15
h™h.

o - 6
| frp)
2 4
2 2
& 4
3 L
< v
2 <
X -2

1 1 -I O

15 20 25
t(h)

Slika 8. Promjene koncentracije glukoze (yyc, L), ksiloze (s, M), arabinoze (jaap, W),

mlije¢ne (ymk, O) i octene kiseline (yok, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu kukuruzovine.
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Slika 9. Promjene koncentracije glukoze (yye, [J), ksiloze (s, M), arabinoze (jarp, W),

mlije¢ne (muk, O) i octene kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu kukuruznih oklasaka.
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Slika 10. Promjene koncentracije glukoze (jyc, [), ksiloze (usi, ™), arabinoze (aran, W),

mlije¢ne (yuk, O) i octene kiseline (jox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 20531 " na hidrolizatu pseni¢ne slame.
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Slika 11. Promjene koncentracije glukoze (jgc, U), ksiloze (usi, ™), arabinoze (jaran, W),
mlije¢ne (muk, O) 1 octene Kkiseline (o, @) tijekom uzgoja bakterije L.

coryniformis subsp. torquens DSM 20004 " na hidrolizatu kukuruzovine.

61\.“. B
5_
a L e T -3
o 4 BF L — ~
=2 4
a =
3 3 - - 2 é
L 4
o2 S
G -1

1 B —i \-

) F——————@——— . e 0

0 5 10 15 20 25

t (h)

Slika 12. Promjene koncentracije glukoze (g, L), ksiloze (4si, ™), arabinoze (yar, W),
mlije¢ne (mk, O) i octene Kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije L.

coryniformis subsp. torquens DSM 20004" na hidrolizatu kukuruznih oklasaka.
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Slika 13. Promjene koncentracije glukoze (ye, L), ksiloze (i, M), arabinoze (jara, W),
mlijeéne (muk, O) i octene Kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije L.

coryniformis subsp. torquens DSM 20004 na hidrolizatu pseni¢ne slame.

Eksperimentalni podaci dobiveni tijekom uzgoja bakterije L. coryniformis subsp.
torquens DSM 20004" na hidrolizatima pokazuju da ova bakterija raste i proizvodi mlije¢nu
kiselinu na hidrolizatu kukuruzovine i pseni¢ne slame (Slika 11 i Slika 13), dok na hidrolizatu
kukuruznih oklasaka ova bakterija ne raste (Slika 12), kao ni bakterija L. amylovorus DSM
20531". Iz podataka dobivenih tijekom uzgoja ove bakterije na hidrolizatima kukuruzovine i
pSeni¢ne slame, nije bilo moguce odrediti brzinu potro$nje supstrata i proizvodnje mlijecne
kiseline, ali je zabiljezena maksimalna koncentracija mlije¢ne kiseline (yukm). Na hidrolizatu
kukuruzovine je postignuta yukm U 24. satu uzgoja (wkm = 3,70 g L), uz produktivnost
proizvodnje mlije¢ne kiseline (Pruk) od 0,16 g L™ h™, dok je na hidrolizatu pseni¢ne slame u
istom vremenskom roku ova bakterija proizvela 29 % manje mlije¢ne kiseline (Jmkm = 2,64 g
L, Prmk = 0,10 g L™ h"; Tablica 11). Bakterija L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" tijekom uzgoja na hidrolizatu kukuruzovine, nije utrogila svu glukozu iz podloge (t =
24 h; 5. =3,02 9 L), dok je na hidrolizatu pseni¢ne slame nakon 24 sata uzgoja glukoza bila
potpuno iscrpljena iz podloge. Pad u koncentraciji ksiloze odreden je jedino tijekom uzgoja

ove bakterije na hidrolizatu kukuruzovine (Ausi = 1,38 g L™; Slika 11).
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Rezultati i rasprava

Zbog prevelike koncentracije toksi¢nih spojeva nastalih predobradom u visokotlacnom
reaktoru sa 0,5 % sumpornom kiselinom kao katalizatorom (Poglavlje 3.2.2.) koji se nalaze u
hidrolizatu kukuruznih oklasaka (Jurani = 3,99 g L™ #evutinskakis = 2,06 g L% yiac = 2,39 g LY
Yormijat = 3,37 @ L), bakterije L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens
DSM 20004" ne mogu rasti i proizvoditi mlije¢nu kiselinu u podlozi koja se sastoji od
hidrolizata kukuruznih oklasaka (Slika 9 i Slika 12).

Dobiveni rezultati pokazuju da je uzgojem bakterije L. amylovorus DSM 20531" na
hidrolizatu kukuruzovine i pseni¢ne slame proizvedeno 40 % odnosno 60 % vise mlijecne
kiseline (Juk-kuk = 6,21 g L™ suk-sLama = 6,30 g L™) nego uzgojem bakterije L. coryniformis
subsp. torquens DSM 20004 " na hidrolizatu kukuruzovine (sk-xux = 3,70 g L) i hidrolizatu
pseni¢ne slame (Jvk-sLama = 2,45 g L™). Na temelju ovih rezultata bakterija L. amylovorus
DSM 205317 se pokazala uspje$nijom od bakterije L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" i odabrana je za daljnja istraZivanja proizvodnje mlije¢ne kiseline na lignoceluloznim

hidrolizatima (Poglavlje 4.3.).
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Rezultati i rasprava

Tablica 11. Pokazatelji uspjesnosti bioprocesa tijekom uzgoja bakterija L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" na podlogama pripremljenim od hidrolizata kukuruzovine, kukuruznih oklasaka i pseni¢ne slame pri 40 °C i bez regulacije

pH vrijednosti.

tuz Fgic Fksi Farab 'k MK, Ypss Prvk
BMK podloga
(hH | Y | | Y Y | @l | (99 | (@LthY
kukuruzovina 24 0,26 0,03 0,00 0,63 6,21 0,99 0,26
L. amylovorus DSM 205317 kuk. oklasci 24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pSeni¢na slama 24 0,17 0,00 0,00 0,15 6,30 0,98 0,26
kukuruzovina 24 - - - - 3,70 0,98 0,16
L. coryniformis subsp. torquens _
DSM 200047 kuk. oklasci 24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pSeni¢na slama 24 - 0,00 - - 2,45 0,34 0,10

(-) — nije odredeno
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Rezultati i rasprava

4.2.2. Uzgoj bakterije L. amylovorus DSM 205317 i proizvodnja mlije¢ne Kkiseline na
hidrolizatima lignoceluloznih  sirovina dobivenih nakon predobrade u

visokotla¢nom reaktoru s 1,0 % sumpornom kiselinom kao katalizatorom

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u podlogama pripremljenim od hidrolizata
kukuruzovine, kukuruznih oklasaka i pseni¢ne slame koji su dobiveni predobradom u
visokotlatnom reaktoru s 1,0 %-tnom sumpornom kiselinom kao Kkatalizatorom. Za
provodenje fermentacija odabrana je bakterija L. amylovorus DSM 205317 zbog veceg
prinosa mlije¢ne kiseline u odnosu na bakteriju L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004"
tijekom uzgoja na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina dobivenih nakon predobrade u
visokotlatnom reaktoru s 0,5 % sumpornom kiselinom (Poglavlje 4.2.1.). Rezultati analize
izuzetih uzoraka tijekom uzgoja prikazani su na Slikama 14-16.

Iz dobivenih rezultata, koji su prikazni na Slikama 14-16, vidljivo je da bakterija L.
amylovorus DSM 205317 ne raste ni na jednoj od navedenih podloga. Analizom uzoraka
HPLC metodom iz sva tri procesa nije detektirana mlije¢na kiselina, a koncentracije glukoze,
ksiloze i arabinoze su ostale na istoj razini kao na pocetku procesa. U Poglavlju 3.2.2. i
Tablici 6 prikazano je da predobradom lignoceluloznih sirovina u visokotlacnom reaktoru s
1,0 %-tnom sumpornom kiselinom kao katalizatorom nastaje vise toksi¢nih spojeva nego §to
nastaje istim postupkom s 0,5 % sumpornom kiselinom koji zajedno izazivaju inhibitorni
uéinak na rast bakterija $to je detaljnije objasnjeno u Poglavlju 2.3. Zbog prevelike
koncentracije toksi¢nih spojeva nastalih predobradom lignoceluloznih sirovina u
visokotlatnom reaktoru s 1,0 %-tnom sumpornom kiselinom kao katalizatorom koji se nalaze
u hidrolizatu kukuruzovine (Juani = 1,38 g L™ Yevutinska kis = 7,23 9 L™ sac = 2,32 g LY
Hormijat = 4,68 g L™, hidrolizatu kukuruznih oklasaka (jurani = 1,03 g L™, Yevulinska kis = 6,24 ¢
L™ sac = 2,19 g LY prormijer = 4,15 g L™) i hidrolizatu pseniéne slame (yurani = 1,78 g L™
Hevulinskakis = 2,69 9 L™ 7iac = 1,26 g L™ Hormijar = 3,40 g L™), bakterija L. amylovorus DSM

205317 ne moze rasti ni na jednom od navedenih hidrolizata lignoceluloznih sirovina.
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Slika 14. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), ksiloze (s, M), arabinoze (yarap, W),

mlije¢ne (ymmk, O) i octene kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu kukuruzovine.
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Slika 15. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), ksiloze (s, M), arabinoze (yaran, W),

mlije¢ne (pvk, O) i octene kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 20531 na hidrolizatu kukuruznih oklasaka.
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Slika 16. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), ksiloze (s, M), arabinoze (yarap, W),

mlije¢ne (k. O) i octene kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus

amylovorus DSM 20531 na hidrolizatu pseni¢ne slame.

4.3. Uzgoj bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlije¢ne
kiseline na lignoceluloznim hidrolizatima wu horizontalnom rotiraju¢em

bioreaktoru (HRCB) $arznim postupkom

U ovom poglavlju su prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije L.
amylovorus DSM 205317 i proizvodnje mlije¢ne kiseline u podlogama pripremljenim od
hidrolizata kukuruzovine i hidrolizata pSeni¢ne slame koji su dobiveni predobradom u
visokotlatnom reaktoru s 0,5 % sumpornom kiselinom kao katalizatorom.

Nakon provedenog uzgoja bakterija L. amylovorus DSM 20531 i L. coryniformis
subsp. torquens DSM 20004 i proizvodnje mlijeéne kiseline na hidrolizatima lignoceluloznih
sirovina dobivenih predobradom u visokotlaénom reaktoru s 0,5% sumpornom kiselinom kao
katalizatorom u Erlenmeyer tikvicama, za daljnje istrazivanje odabrani su hidrolizati
kukuruzovine i pseni¢ne slame i bakterija L. amylovorus DSM 20531 na kojima je postignut
navje¢i prinos mlijeCne kiseline pomocu ove bakterije (Tablica 11; Poglavlje 4.2.1.).
Fermentacije su provedene na sobnoj temperaturi i bez regulacije pH vrijednosti podloge u
HRCB-u $arznim postupkom uz intervalno mijesanje (trotacue = 12 min (n = 10 min'l);
tmirovansa = 48 min). U Poglavljima 4.3.1. i 4.3.2. su prikazani rezultati uzgoja bakterije L.

amylovorus DSM 205317 na p3eni¢noj slami i kukuruzovini.
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Rezultati i rasprava

4.3.1. Uzgoj bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlije¢ne
kiseline na hidrolizatu pSeni¢ne slame dobivenom nakon predobrade u

visokotlaénom reaktoru s 0,5 % sumpornom Kiselinom kao katalizatorom

U ovom poglavlju su prikazani su rezultati dobiveni tijekom uzgoja bakterije L.
amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu pseni¢ne slame (Slika 17), a kineti¢ki parametri

potro$nje supstrata i proizvodnje mlije¢ne kiseline prikazani su u Tablici 12.
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Slika 17. Promjene koncentracije glukoze (g, L), ksiloze (s, ™), arabinoze (yaran, W),
mlijecne (ymk, O) I octene Kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus
amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu pseni¢ne slame u HRCB-u $arznim

postupkom pri sobnoj temperaturi i bez regulacije pH vrijednosti.
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Rezultati i rasprava

Tablica 12. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa dobiveni tijekom uzgoja bakterije L.
amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu pseni¢ne slame u HRCB-u $arznim

postupkom na sobnoj temperaturi i bez regulacije pH vrijednosti.

tuz Fgic Mksi Farab MK IMKm Yprs Prvk
(h) (h) (h) (h) (h) QL") 99?) (gL"h)
28 0,03 0,01 0,03 0,06 4,88 0,63 0,10

Bakterije L. amylovorus DSM 20531 raste na hidrolizatu slame i u HRCB-u. Uzgoj je
proveden tijekom 28 sati na sobnoj temperaturi bez regulacije pH vrijednosti. Nakon duge lag
faze koja je trajala oko 10 sati, bakterija je uSla u usporenu fazu rasta koja je trajala oko 15
sati i na kraju koje je postignuta maksimalna koncentracija mlije¢ne kiseline (t = 24 sata, mkm
= 4,88 g L™; Tablica 12). Brzina potrosnje glukoze je bila gotovo linearna (rgic = 0,03 h™)
tijekom uzgoja, ali nije potpuno utrosena (t = 28 sata, yyc = 4,40 g LY. Tijekom uzgoja
zabiljezene su male promjene koncentracija ksiloze i arabinoze (Aysi = 0,88 g L™, Ajaap =
0,89 g L™) tijekom bioprocesa (Slika 17). Osim mlije¢ne kiseline praéena je i koncentracija
octene kiseline (yo0k) za koju je zabiljeZen porast koncentracije do Cetvrtog sata (yok = 0,80 g
L), koja se do sedmog sata zadrzala na istoj koncentraciji. Nakon sedmog sata koncentracija
octene kiseline je pala na 0,19 g L™ i na toj koncentraciji ostala do kraja procesa. Osim
mlije¢ne i octene kiseline, HPLC metodom je pracena promjena levulinske kiseline, koja se
nije mijenjala tijekom uzgoja (rezultati nisu prikazani), dok drugi proizvodi nisu zabiljezeni.
Uzgojem bakterije L. amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu slame u HRCB-u proizvedeno
je 23 % manje mlije¢ne kiseline (Juk-nrcs = 4,88 g L) u odnosu na uzgoj ove bakterije u
Erlenmeyer tikvici na hidrolizatu pseni¢ne slame dobivenom pri istim uvjetima (ymk-Erlenmeyer
tikvica = 6,30 g L"; Tablica 11).
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Rezultati i rasprava

4.3.2. Uzgoj bakterije Lactobacillus amylovorus DSM 20531" i proizvodnja mlije¢ne
kiseline na hidrolizatu kukuruzovine dobivenom nakon predobrade u

visokotlaénom reaktoru s 0,5 % sumpornom kiselinom kao katalizatorom

Provedena je i proizvodnja mlije¢ne kiseline sa bakterijom L. amylovorus DSM
205317 na hidrolizatu kukuruzovine u HRCB-u. Rezultati uzgoja prikazani su Slikom 18, a
kineticki parametri uzgoja Tablicom 13. Uzgoj je proveden pri istim uvjetima koji su
prethodno opisani u Poglavlju 4.3.
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Slika 18. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), ksiloze (s, M), arabinoze (jarap, W),

mlije¢ne (nvk, O) i octene kiseline (yox, @) tijekom uzgoja bakterije Lactobacillus
amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu kukuruzovine u HRCB-u $arZnim

postupkom pri sobnoj temperaturi i bez regulacije pH vrijednosti.
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Rezultati i rasprava

Tablica 13. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa dobiveni tijekom uzgoja bakterija L.
amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu kukuruzovine u HRCB-u 3arznim

postupkom pri sobnoj temperaturi i bez regulacije pH vrijednosti.

tuz Fgic Mksi Farab Mk IMKm Ypis Prvk
(h) (h) (h) (h) (h) QL") (9g?) (QL"h™)
24 0,16 0,05 0,00 0,44 6,52 1,41 0,27

Uzgoj bakterije i proizvodnja mlije¢ne kiseline L. amylovorus DSM 20531" na
hidrolizatu kukuruzovine u HRCB-u trajao je 24 sata. Nakon lag faze koja je trajala oko Sest
sati bakterija je usla u eksponencijalnu fazu rasta na kraju koje je postignuta maksimalna
koncentracija mlije¢ne kiseline (pkm = 6,52 g L™) uz brzinu proizvodnje mlije¢ne kiseline od
0,44 h™*. Tijekom procesa zabiljeZena je brzina potroinje glukoze (rgic) od 0,16 h™ koja je
potpuno utrofena u 22. satu, za razliku od uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 20531" na
hidrolizatu pseni¢ne slame u HRCB-u u kojem glukoza nije potpuno utroSena tijekom
bioprocesa (t = 28 sati, yc = 4,40 g L-1; Slika 17). Prac¢ene su promjene koncentracija ksiloze
i arabinoze, od kojih je zabiljezen znacajni utrosak ksiloze (Aysi = 2,25 g L™ ri = 0,05 h)u
odnosu na uzgoj ove bakterije na hidrolizatu peni¢ne slame u HRCB-u (Ajsi = 0,88 g L™ rygi
=0,01 h™; Poglavlje 4.3.1.), a zabiljeZena je i mala promjena koncentracije arabinoze (Ajaap =
0,46 g L) tijekom cijelog uzgoja. Osim mlije¢ne kiseline praéena je i promjena koncentracije
octene Kiseline (yok) za koja se nije mijenjala tijekom cijelog procesa. Osim mlije¢ne i octene
kiseline, pracena je i promjena levulinske Kiseline, koja se nije mijenjala kao ni u uzgoju
bakterije L. amylovorus DSM 205317 na hidrolizatu p3eni¢ne slame, dok drugi proizvodi nisu
zabiljezeni. U usporedbi s rezultatima dobivenim uzgojem bakterije L. amylovorus DSM
20531" na hidrolizatu kukuruzovine u Erlenmeyer tikvici (Poglavlje 4.2.1) vidljivo da je
uzgojem u HRCB-u postignuta 5 % veca koncentracija mlije¢ne kiseline (vk-r1rce = 6,52 g L
L Sk Erlenmeyer tikvica = 6,17 g L), dok su vrijednosti Pryx bile gotovo indenti¢ne (0,26-0,27 g
L™ h™). U odnosu na uzgoj L. amylovorus DSM 20531" na hidrolizatu p3eni¢ne slame u
HRCB-u (Poglavlje 4.3.1.), ovim je uzgojem proizvedeno 25 % vise mlijecne kiseline uz
gotovo tri puta vecu produktivnost proizvodnje mlije¢ne kiseline nego tijekom uzgoja na

hidrolizatu pseni¢ne slame (Tablica 12).
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Rezultati i rasprava

4.4. Odredivanje utjecaja furfurala na rast i aktivnost bakterije Lactobacillus amylovorus
DSM 205317 i na proizvodnju mlije¢ne Kiseline u hranjivoj MRS podlozi bez

regulacije pH vrijednosti u Erlenmeyer tikvicama

Tijekom postupka predobrade lignoceluloznih sirovina, osim fermentabilnih
ugljikohidrata nastaju 1 spojevi koji imaju inhibitorni ucinak na rast i1 aktivnost
mikroorganizama. Toksi¢ni spojevi koji nastaju su furani, fenolni spojevi i slabe organske
ksieline (Boguta i sur., 2014). Odredivanje utjecaja furana (furfurala i hidroksimetilfurfurala)
na rast i aktivnost mikroorganizama moze se koristiti kao indikator za predvidanje inhibicije
drugih spojeva. Stoga su u ovom poglavlju prikazani rezultati dobiveni tijekom uzgoja
bakterije L. amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS-glc,o podlozi u koje je dodan furfural
u razli¢itim koncentracijama.

Rezultati uzgoja u hranjivoj MRS podlozi bez dodatka furfurala i u hranjivim MRS
podlogama u koje su dodane razli¢ite koncentracije furfurala (jfurrura = 100, 500, 1000, 2000,
3000 4000 i 5000 mg L™), prikazani su Slikama 19-25. Na Slikama 19-25 sivo su
odgovaraju¢im simbolima oznacene vrijednosti za uzgoj bakterije L. amylovorus DSM
205317 u MRS podlozi (bez dodatka furfurala) koja je sluzila kao kontrola. Sve fermentacije
su provedene pri 40 °C i bez regulacije pH vrijednosti podloge na magnetnoj mjesalici (n =
150 min*, Cimarec iTM Poly15, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). U Tablicama 14 i
15 prikazani su kineticki parametri potro$nje supstrata, brzine rasta biomase i proizvodnje

mlijecne kiseline.
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Slika 19. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx A),
mlije¢ne kiseline (ywk, O) i octene kiseline (yok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (purfurar = 100 mg L™).
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Slika 20. Promjene koncentracije glukoze (jgie, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx, A),
mlije¢ne kiseline (g, O) i octene kiseline (o, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (turfura = 500 mg LY.
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Slika 21. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx, A),
mlije¢ne kiseline (ywk, O) i octene kiseline (yok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (furfuras = 1000 mg L™).

25 - - 12

- 10
_ o3
o =
= 5 X
o X
2 L
_4 Q
<

- 2

0

25

t (h)

Slika 22. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx, A),
mlijeéne kiseline (g, O) 1 octene kiseline (jok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (Jurfural = 2000 mg L™).
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Slika 23. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx A),
mlije¢ne kiseline (ywk, O) i octene kiseline (yok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (turfurat = 3000 mg L™).
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Slika 24. Promjene koncentracije glukoze (g, L), suhe tvari bakterijske biomase (%, A),
mlijeéne kiseline (g, O) 1 octene kiseline (jok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (furfura = 4000 mg L™).
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Slika 25. Promjene koncentracije glukoze (jge, L), suhe tvari bakterijske biomase (yx A),
mlije¢ne kiseline (ywk, O) i octene kiseline (yok, @) tijekom uzgoja bakterije
Lactobacillus amylovorus DSM 205317 u hranjivoj MRS podlozi uz dodatak
furfurala (turfurat = 5000 mg L™).
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Tablica 14. Pokazatelji uspjeSnosti rasta biomase dobiveni tijekom uzgoja bakterije L.
amylovorus DSM 205317 u hranjivim MRS podlogama sa i bez dodatka
furfurala pri 40 °C i bez regulacije pH vrijednosti.

Rast bakterije L. amylovorus DSM 205317

Murfural

(mg L-l) teaze rasta (N) lgic Hm YXm Yxis Prx
lag | eksp | (W) | @LT) | () | (99" | @L*hY

0 2 5 0,03 0,11 2,35 0,15 0,06
100 2 5 0,03 0,11 2,35 0,15 0,06
500 2 5 0,03 0,11 2,33 0,13 0,06
1000 2 5 0,03 0,10 2,32 0,14 0,06
2000 2 5 0,02 0,07 1,98 0,13 0,04
3000 3 4 0,01 0,05 1,75 0,17 0,03
4000 3 4 0,01 0,03 1,54 0,20 0,03
5000 3 4 0,01 0,03 1,46 0,13 0,02
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Tablica 15. Pokazatelji uspjesnosti proizvodnje mlije¢ne kiseline dobiveni tijekom uzgoja
bakterije L. amylovorus DSM 20531" u hranjivim MRS podlogama sa i bez

dodatka furfurala pri 40 °C i bez podeSavanja pH vrijednosti.

Proizvodnja mlijecne Kiseline

Murfural vk WK, Ypis Ypix Prvk
(mg L) th [ @thH | @gh | @gh (gL h?)
0 0,46 10,05 0,98 6,71 0,40
100 0,33 9,38 0,93 6,36 0,37
500 0,28 9,77 0,88 6,82 0,38
1000 0,25 9,59 0,93 6,64 0,37
2000 0,25 7,74 0,92 7,11 0,29
3000 0,22 4,10 0,85 4,88 0,13
4000 0,20 3,34 0,98 4,97 0,10
5000 0,20 3,98 0,95 7,08 0,13

Boguta i sur. (2014) istrazivali su utjecaj furfurala (Jfurfura = 3500-15000 mg L™) i
hidroksimetilfurfurala (HMF; swe = 5900-10000 mg L™) na razligite vrste bakterija iz roda
Lactobacillus. Utjecaj furfurala na rast bakterije L. amylovorus DSM 20531" nije istraZivan.
Sojevi Lactobacillus pentosus LMG 19215 i Lactobacillus brevis LMG 17673 mogu rasti pri
koncentraciji furfurala od 15000 mg L™, dok veéina drugih ispitivanih sojeva nije tolerirala
koncentraciju furfurala veéu od 7000 mg L™. Takoder, odreden je i utjecaj HMF-a koji ima
potpuni inhibitorni u¢inak pri koncentraciji od 5900 mg L™ na veéinu ispitivanih sojeva iz
roda Lactobacillus, osim na Lactobacillus pentosus LMG 19215, L. brevis LMG 17673 i L.
plantarum KOG 8 koji mogu rasti i pri koncentraciji HMF-a od 7300 mg L™ (Boguta i sur.,
2014).
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Bakterija L. amylovorus DSM 20531 raste u MRS podlozi u koje je dodan furfural u
rasponu koncentracija od 0-5000 mg L™ Maksimalna koncentracija biomase (yxm) odredena
nakon 24 sata uzgoja u podlogama u kojima je furfural dodan u koncentraciji od 0 do 1000
mg L™ iznosila je od 2,32 do 2,35 g L. Porastom koncentracije furfurala iznad 1000 mg L™
opada i koncentracija biomase (yxmz2000 = 1,98 g L™, 5%ms000 = 1,46 g L™). Sli¢no tome,
tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 205317 u modificiranim MRS podlogama u
kojima je furfural dodan u podlogu u koncentracijama od 100 do 1000 mg L™ gotovo da i
nema utjecaja furfurala na specifi¢nu brzinu rasta (um = 0,10-0,11 h™), u odnosu na un, koja je
zabiljezena u uzgoju ove bakterije na MRS podlozi bez dodatka furfurala i iznosila je 0,11 h™.

Brzina potrosnje supstrata (rgc) i produktivnost rasta bakterijske biomase (Prx)
tijekom uzgoja u prethodno navedenim podlogama je bila vrlo sli¢na (rgc = 0,3 h*, Prx = 0,06
g L' h*; Tablica 14). Pri koncentracijama furfurala ve¢im od 1000 mg L™ dolazi do
znacajnog smanjenja maksimalne specifi¢ne brzine rasta koja je ve¢ pri koncentraciji furfurala
od 2000 mg L™ iznosila 0,07 h™ i nastavlja se smanjivati sve do koncentracije furfurala od
5000 mg L™ (um = 0,03 h™"). ZabiljeZeno je i smanjenje rqc i Prx pri koncentraciji furfurala
od 2000 mg L™ (rge = 0,02 h*, Pry = 0,16 g L™ h™). Tijekom uzgoja ove bakterije u
modificiranim MRS podlogama pri koncentracijama furfurala od 3000 do 5000 mg L™
zabiljezena je minimalna brzina potro$nje glukoze (rgc = 0,01 h™). Brzina proizvodnje
mlije¢ne kiseline (rvk) pomocu bakterije L. amylovorus DSM 20531" u MRS podlozi iznosila
je 0,46 h™. Inhibicijski utjecaj furfurala na brzinu proizvodnje mlije¢ne kiseline uocen je veé
pri koncentraciji furfurala od 100 mg L™ i pri ovoj koncentraciji rux je smanjenja za oko 28
% u odnosu na ryk odredenu tijekom uzgoja bakterije u MRS podlozi bez dodatka furfurala
(rwk = 0,33 h™). Pri koncentraciji furfurala od 5000 mg L™, ruk je smanjena za 56 % i
iznosila je 0,20 h™. Produktivnost proizvodnje mlije¢ne kiseline (Pryk) pri koncentracijama
furfurala od 0 do 1000 mg L™ kreée se u rasponu od 0,37 do 0,40 h™. Tako pri koncentraciji
furfurala od 2000 mg L™ iznosi 0,29 g L™ h™%, a pri koncentraciji furfurala od 5000 mg L™
dvostruko se smanjila (0,13 g L™ h; Tablica 15).

55



Zakljucci

5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata opisanih u ovom radu moze se zakljuciti slijedece:

1. Bakterija L. amylovorus DSM 205317 i bakterija L. coryniformis subsp. torquens DSM
20004" rastu u modificiranoj MRS-glcs-ksis-arab; podlozi. Bakterija L. amylovorus DSM
205317, uz brzinu proizvodnje mlije¢ne kiseline (rvk) od 0,52 h™, postigla je duplo veéi
prinos mlije¢ne kiseline (yuk) 1 Cetiri puta veéu produktivnost proizvodnje mlijeéne
kiseline (wik = 7,11 g L™, Prux = 0,62 g L™ h™) tijekom 10 sati uzgoja u odnosu na
bakteriju L. coryniformis subsp. torquens DSM 200047 (tuz = 18 h; sk = 3,37 g L™, Pryx
=0,16 g L hh.

2. Bakterije L. amylovorus DSM 205317 i L. coryniformis subsp. torquens DSM 20004 rastu
na hidrolizatima kukuruzovine i pSeni¢ne slame dobivenih predobradom u visokotlatnom
reaktoru s 0,5 % sumpornom Kiselinom, a ne rastu na hidrolizatu kukuruznih oklasaka
dobivenom istom predobradom. Maksimalni prinos mlije¢ne kiseline (svkm) bakterije L.
amylovorus DSM 205317 postignut je na hidrolizatu pseni¢ne slame (ykm = 6,63 g L™,
Pruk = 0,28 g L h™), a nesto manji prinos postignut je na hidrolizatu kukuruzovine (Jkm
= 6,17 g L™, Pryk = 0,26 g L™ h™). Maksimalni prinos mlije¢ne kiseline bakterije L.
coryniformis subsp. torquens DSM 20004" postignut je na hidrolizatu kukuruzovine (wkm
=391 ¢ L'l, Prmk = 0,16 ¢ L? h'l), a nes$to manji prinos postignut je na hidrolizatu

pseni¢ne slame (skm = 2,40 g L™, Pruk = 0,10 g L™ h™) tijekom istog vremena uzgoja.

3. Tijekom uzgoja bakterije L. amylovorus DSM 205317 na podlogama koje su sadrzavale
hidrolizat kukuruzovine, kukuruznih oklasaka i pseni¢ne slame, dobivenih predobradom u
visokotlatnom reaktoru s 1,0 % sumpornom Kkiselinom nije zabiljezen rast biomase

odnosno proizvodnja mlijecne kiseline.

4. Bakterija L. amylovorus DSM 20531 raste u HRCB-u pri sobnoj temperaturi i bez
regulacije pH vrijednosti na podlogama pripremljenim od hidrolizata kukuruzovine i
pSeni¢ne slame dobivenih predobradom u visokotlaénom reaktoru s 0,5 % sumpornom

kiselinom. Produktivnost proizvodnje mlije¢ne kiseline (Prmk) na hidrolizatu
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kukuruzovine i p3eni¢ne slame u HRCB-u iznosi 0,25 g L™ h* i 0,10 g L* h?, a

maksimalni prinos mlije¢ne kiseline 6,00 g L™, odnosno 4,88 g L™.

. Bakterija L. amylovorus DSM 20531 raste i proizvodi mlije¢nu kiselinu u modificiranoj
MRS podlozi u koje je dodan furfural u rasponu koncentracija od 0-5000 mg L™ Pri
koncentracijama furfurala visim od 1000 mg L*, u hranjivoj MRS podlozi dolazi do
znacajnije inhibicije rasta i smanjenja specifi¢ne brzine rasta bakterije L. amylovorus DSM
205317, dok je brzina proizvodnje mlije¢ne kiseline smanjena veé¢ pri koncentraciji

furfurala od 100 mg L™ za 28 % u odnosu na podlogu bez dodatka furfurala.
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7. PRILOZI

7.1. Popis kratica

Oznaka veli¢ine Veli¢ina Jedinica
tFAZA RASTA faze rasta tijekom uzgoja [h]
lag lag faza rasta [h]
eksp eksponencijalna faza rasta [h]
tuz ukupno vrijeme uzgoja [h]
Fglc brzina potros$nje glukoze [h™]
Fisi brzina potrosnje ksiloze [h™]
Farab brzina potro$nje arabinoze [h™]
Hm maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [h™]
Fxm maksimalna koncentracija biomase [gL"]
Yxis koeficijent konverzije supstrata u biomasu [997]
Prx produktivnost proizvodnje biomase [gL™"hY]
Mk brzina proizvodnje mlije¢ne kiseline [h™]
MMKm maksimalna koncentracija mlijecne kiseline [gL™]
Yers koeficijent konverzije glukoze u mlije¢nu kiselinu [997]
Yo od_nos mase proizvedene mlijecne kiseline 1 mase [997]
prirasle biomase
Prvik produktivnost proizvodnje mlijecne kiseline [gL™h™]
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7.2. Bazdarni dijagrami za odredivanje Kkoncentracije supstrata i proizvoda

tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

2500000 +
A =221943 ¥ciobioza T 838,98
2000000 - 2=10,9999

1500000
1000000
500000
0

A()

Ycelobioza (g I—-l)

Slika 26. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije celobioze.

2500000 9\ _ 06208 14331
= 7% - ,
2000000 - Ro LK

1500000
1000000
500000
0

A()

7q|ukoza (g I—-l)
Slika 27. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije glukoze.
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2000000
1500000
1000000
500000
0

A= 223510 ygjop + 1070,5
R>=1

A()

Yksiloza (g I—-l)

Slika 28. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ksiloze.
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2200000 1\ oosts2 456230
2000000 - 2=(),9999
Z= 1500000
<" 1000000
500000
0 .
0 2 4 6 8 10
Yarabinoza (9 L)
Slika 29. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije arabinoze.
1000000 A =119006 }yjijecna kiselina + 1369,9
1200000 - R*=0,9999
< 800000
400000

0

10

-1
7mliieéna kiselina (g L )

Slika 30. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije mlije¢ne kiseline.

800000
A =82201 Ymravlja kiselina ~ 8125,4

600000 R?2=10,9983

A()

400000

200000

0

Ymraviia kiselina (g L_l)
Slika 31. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije mravlje kiseline.
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1000000
800000
600000
400000
200000

0

A =112445 Yoctena kiselina + 127611
R2=0,9989

A()

Yoctena kiselina (g I—_l)

Slika 32. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije octene kiseline.
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1500000

A()

1000000
500000
0

0 2 4 6 8 10 12
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Slika 33. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije levulinske kiseline.

1600000
A=819297 ¢, - 1766,9

R?=0,9992
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1
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0
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Slika 34. Bazdarni dijagram za odredivanje volumnog udjela etanola.
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