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1. UVvVOD

Zbog brojnih nedostataka fosilnih goriva, prvenstveno zbog utjecaja na okoli$ i njihove
ogranicene dostupnosti, nastoji im se pronadi alternativa sa naglaskom na odrzivu proizvodniju.
Ta nova, ekoloski prihvatljiva goriva nazivamo biogorivima a najpoznatija su etanol, butanol te
biodizel. Od svih navedenih, trenutno najvecu proizvodnju biljezi bioetanol. Razlika izmedu
fosilnih i biogoriva jest i ta da se u njihovoj proizvodnji koriste mikroorganizmi, razlicitih
svojstava i karakteristika, a sve u svrhu postizanja vecih iskoristenja i efikasnosti bioprocesa.
Sirovinska osnova u biotehnoloskom postupku proizvodnje etanola je raznolika. Problem je da
su neke sirovine, kao recimo kukuruz ili Se¢erna trska, znacajne kulture i u proizvodnji ovog
alkohola, ali su i bitne poljoprivredne kulture koje se koriste u ljudskoj prehrani. Zbog te
cinjenice i zbog Cinjenice da su cijene energenata Cesto nestabilne na svjetskim trzistima zbog
naglih promjena u ponudi i potraznji, biogoriva postaju sve zanimljivija zbog cinjenice da je u
njihovoj proizvodnji moguce koristiti lignocelulozne sirovine. Lignoceluloza predstavlja veliki
potencijal u razvoju odrzivih i ekoloski prihvatljivih postupaka proizvodnje, medutim, bitno je
napomenuti da ona nije optimalna sirovina s obzirom da je potrebno provesti postupak
predtretmana da ju radni mikroorganizam uopée moze koristiti kao izvor ugljika. Cilj takvih
postupaka jest dobiti Sto veci udio fermentabilnih Seéera a $to manji udio neZeljenih
nusprodukata Sto Cesto nije slucaj. Nazalost, prilikom predobradbe, uz fermentabilne Secere
nastaju i inhibitori koji negativno utjecu na enzimsku hidrolizu i proces fermentacije. Da bi se
povecao prinos i efikasnost u ovakvim postupcima, sve se vise istrazuju mogucnosti primjene
ne-Saccharomyces kvasaca koji uz heksoze mogu fermentirati i pentoze koji ¢ine znacajan udio
fermentabilnih Seéera. U ovom radu navedena su istrazivanja utjecaja razlicitih inhibitora, koji
nastaju kao nusprodukti u procesima predtretmana lignoceluloznih sirovina, na neke ne-
Saccharomyces kvasce kao Sto su Kluyveromyces marxianus, Pichia (Sheffersomyces) stipitis,
Pachysolen tannophilus i Candida (Sheffersomyces) shehatae koji su pokazali potencijal u

proizvodniji bioetanola.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine su obnovljive sirovine i moguce ih je koristiti za proizvodnju
biogoriva, biokemikalija i biopolimera. Biogoriva nastala iz ovakvih sirovina predstavljaju
alternativu fosilnim gorivima te mogu pridonijeti razvoju odrzZivih rjeSenja uz manji stupan;j

onecis¢enja okolisa (Jonnson i sur., 2013).

Lignocelulozne sirovine u su otpadni i neiskoriSteni ostaci iz poljoprivredne industrije, drvne
industrije i industrije proizvodnje papira. Ove sirovine mogu znatno pridonijeti svjetskoj

energentskoj opskrbi bez rizika onecis¢enja okolisa (Sarkar i sur., 2011).

Glavni izvor fermentabilnih Seéera iz lignoceluloznih sirovina je stani¢na stjenka koja se sastoji
od tri glavne komponente: celuloza, hemiceluloza i lignin. Njihova zastupljenost u razlicitim
sirovinama moZe varirati (celuloza 36-61 %, hemiceluloza 13-39 % i lignin 6-29 % u s. tv.)
(Guierro i sur., 2015).

S biotehnolodkog stajalista, celuloza i hemiceluloza predstavljaju najvrjedniji dio s obzirom da
sadrze fermentabilne Secere (heksoze i pentoze) koji u mikrobnoj fermentaciji sluze ako izvor
ugljika. Celuloza je gradena iskljuCivo od glukoznih jedinica, a moZe biti u kristalicnom ili
amorfnom obliku. Hemiceluoza je gradena i od heksoza i pentoza i razgranatnije je strukture
pa ju je lakSe hidrolizirati. U usporedbi sa drugim sirovinama, lignocelulozne je opcenito teze
hidrolizirati i predobradba je kompleksnija; drvnu biomasu je najteze hidrolizirati, a sirovine
kao $to je zimzeleno drvece teze je hidrolizirati nego listopadno drvece ili poljoprivredne
ostatke ( Viikari i sur., 2012).

Metode koje se koriste u postupku predobradbe mogu se podijeliti na kemijske, fizikalne i
bioloske, a provode se u cilju povecanja dostupnosti celuloze i hemiceluloze za enzimsku
hidrolizu. Ovim metodama, osim povecanja dostupnosti, moze doci i do djelomicne razgradnje
hemiceluloze na sastavne jedinice. Ono 5to predstavlja problem kod takvih postupaka jest
nastanak inhibitora kao Sto su alifatske kiseline (octena, mravlja i levulinska) te furan-aldehida
(furfural i 5-HMF). Na kraju predobradbe zaostaje lignin kao Cvrsti ostatak, iako se mali dio

moze razgraditi u fenolne i aromaticne spojeve (Sarkar i sur., 2012).



2.1.1. Celuloza

Celuloza predstavlja linearni polisaharid glukoze u kojem su jedinice glukoze povezane -
1,4-glikozidnim vezama pri ¢emu glukozne jedinice formiraju dugacke makromolekule,
mikrofibrile. Linearnost bez bocnih lanaca omogucéava lancima celuloze da se usko pakiraju
pomocu Van der Waalsovih sila i vodikovih veza Sto Cini njezinu strukturu kristalicnom ili na

nekim dijelovima amorfnom $to znacajno utjece na njenu hidrolizu (Perez i sur., 2002)

Da bi se iz celuloze dobili fermentabilni Seceri, molekule glukoze, celulozu je potrebno
povrgnuti djelovanju celulolitickin enzima. Enzimi koji se koriste u tom slucaju nazivaju se
celulaze, a prema vezi koju cijepaju dijele se na endo-1,4-betaglukanaze, egzo-1,4-
betaglukanaze, [-glukozidaze i celobiohidrolaze. Egzo-1,4-betaglukanaze hidroliziraju
reducirajuce i nereducirajuce krajeve lanaca celuloze, a endo-1,4-betaglukanaze hidroliziraju
na glikozidnim vezama unutar lanca. Veci udio amorfnog oblika celuloze povecava dostupnost

vezanih glukoznih jedinica i efikasnost enzima (Saha, 2004).
2.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluoza je takoder kompleksan ugljikohidratni polimer graden od pentoznih i
heksoznih jedinica, medutim manje molekulske mase nego celuloza. Sastoji se od D-ksiloze,
D-manoze , D-galaktoze, L-arabinoze te 4-o-glukoronicne kiseline, D-glukoronske kiseline i D-
galaktonske kiseline. Seceri su u molekuli hemiceluloze povezani B-1,4-glikozinim vezama, a
rjede B-1,3-glikozidnim vezama. Glavna razlika izmedu celuloze i hemiceluloze jest Cinjenica
da hemiceluloza ima razgranatu strukturu za razliku od celuloze koja ima linearnu te je zbog

toga hemicelulozu lak3e hidrolizirati.

Posto hidrolizat hemiceluloze sadrzi znacajan udio ksiloze (pentoza), koju neki mikroorganizimi
koji se tradicionalno koriste u proizvodnji etanola ne mogu koristiti, istrazivanja idu u smjeru
pronalaska drugih potencijalnih mikroorganizama koji bi ih mogli zamijeniti. Problem s
hidrolizom hemiceluloze jest i taj da tijekom ovog postupka mogu nastati slabe kiseline i
furanski spojevi koji onda mogu negativho utjecati na rasta stanica i postupak fermentacije
(Olsson i Hahn-Hagerdal, 1996).



2.1.3. Lignin

Lignin je, uz celulozu, jedan od najcvrs¢ih polimera u prirodi, a omogucava strukturnu
potporu, nepropusnost i otpornost lignoceluloznih sirovina. Po strukturi je amorfni
heteropolimer, nije topiv u vodi i ne pokazuje opticku aktivnost. Graden je od fenilpropanskih
jedinica. Struktura lignina vrlo je kompleksna jer su fenilpropanski alkoholi povezani
viestrukim vezama u trodimenzionalne strukture koje Cine jedinice lignina. Najcesci fenil-
propanski alkoholi su guaicil propanol, p-hidroksifenil propanol i siringil propanol. Ovi
fenilpropanski alkoholi spadaju u aromatske alkohole, monolignole te se mogu pronadi u
raznim vrstama lignoceluloznih sirovina u razli¢itim omjerima. Polimerizacija ovih monolignola
pocinje oksidacijom hidroksilnih grupa, a nastavlja se dimerizacijom putem enzimske
dehidrogenacije gdje se jedinice formiraju u slobodne radikale i spajaju u dimere. 1z ovoga
moZe nastati ili linearan ili razgranat obliku, ovisno o prisutnosti molekule vode koja
nukleofilnim napadom mijenja smjer polimerizacije. Ovisno o koncentraciji vode i koliini
pojedinih monolignola, koji se nalaze u razli¢inim omjerima u raznim vrstama lignoceluloznih
sirovina, struktura i koli¢ina lignina varira medu vrstama (Perez i sur., 2002). Da bi se takva
struktura mogla razgraditi, potrebno je koristiti razli¢ite enzime kao recimo hidrolaze i oksidaze.
Moguca je bioloska razgradnja lignina jer neke gljive posjeduju ove enzime (Phanerochaete
chrysosporium) $to im omogucuje koristenje lignoceluloze kao supstrata. Predtretmanom
lignoceluloze iz lignina mogu nastati spojevi kao kresoli, kateholi, kvinoni i vanilin koji takoder
imaju inhibitorno djelovanje na mikroorganizme koji se koriste za fermentacije (Olsson i Hahn-
Hagerdal, 1996).

2.2. Predtretmani lignoceluloznih sirovina

Metode koje se koriste u postupku predobradbe lignoceluloznih sirovina mogu se podijeliti
u 3 skupine; kemijske, fizikalne i bioloske, a provode se u cilju poveéanja dostupnosti celuloze
i hemiceluloze za enzimsku hidrolizu. Bitno je napomenuti da se gotovo nikada ne koristi samo
jedan postupak odnosno metoda predtretmana ve¢ kombinacija nekoliko metoda $to znatno

ovisi 0 samoj sirovini. Takoder, teZi se ka odabiru postupaka koji u konacnici daju Sto manju

.....
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Slika 1: Prikaz utjecaja predtretmana na lignocelulozne sirovine (Latif i sur., 2018)

2.2.1. Fizikalni predtretmani

U fizikalne predtretmane spadaju: mljevenje, piroliza, zracenje (y-zrake i mikrovalovi) i
ultrazvuk. Ove metode omogucuju povecanje povrsine i poroznost lignocelulozne sirovine, te
smanjenje kristalicnosti celuloze. Glavni nedostatci fizikalnih metoda su slabo odvajanje lignina

te veliki utroSak energije (Brodeur i sur., 2011).
2.2.2. Fizikalno-kemijski predtretmani

Ovi postupci ukljucuju eksploziju vodenom parom (autohidroliza), eksploziju u atmosferi

SO; ili CO,, eksplozija u tekuéem amonijaku (AFEX) i predobradbu vruéom vodom (LHW).

Za primjer, eksplozija vlakana vodenom parom je proces izlaganja sirovine pari. U ovoj metodi
samljevena sirovina je izloZzena vlaznoj pari pri visokom tlaku, a potom se tlak snizava $to
uzrokuje eksplozivnu dekompresiju materijala. Pocetna temperatura je od 160 do 260°C,
pocetni tlak je 0,7 do 4,8 MPa. Sirovina moZze biti izloZzena ovim uvjetima od nekoliko sekundi
do nekoliko minuta, ovisno o ekstremnosti postavljenih uvjeta. Nakon odredenog vremena,

tlak se sniZzava na atmosferski (Brodeur i sur., 2011).

Metoda eksplozije u CO, provodi se izlaganjem sirovine visokom tlaku i temperaturi te haglom
sniZzavanju tlaka Sto uzrokuje eksplozivhu dekompresiju. Temelji se na metodi autohidolize, a

dodavanje CO, omogucuje stvaranje karboksilnih kiselina koje ubrzavaju proces. Ova metoda



za razliku od autohidrolize ne proizvodi inhibitore, ali moZe uzrokovati koroziju postrojenja

zbog nastalih kiselina (Bensah i Mensah, 2013).

Metoda eksplozije u SO, takoder se provodi izlaganjem sirovine visokom tlaku i temperaturi te
naglom snizavaju tlaka. Prisutnost SO, omogucuje stvaranje kisele okoline $to olak$ava
postupak hidrolize. Ovom metodom ubrzava se hidroliza lignoceluloze pri ¢emu nastaje

znacajno manji udio inhibitornih spojeva (Carrasco i sur., 2009).

AFEX (eksplozija vlakana amonijakom) predstavlja fizikalno-kemijski predtretman u kojem su
lignocelulozne sirovine izloZzene teku¢em amonijaku pri visokoj temperaturi i tlaku te nakon
odredenog vremena i naglom padu tlaka. U AFEX procesu doza tekuceg amonijaka je 1-2 kg
po masi suhe tvari, temperatura postupka je 90°C, a vrijeme izloZzenosti ekstremnim uvjetima
30 minuta. AFEX predtretman, za razliku od autohidrolize, moze znacajno povecati razinu
saharifikacije, ali ne otapa hemicelulozne Secere. Ovaj proces nije efektivan kod sirovina koje

imaju visoki udio lignina u suhoj tvari (Taherzadeh i Karimi, 2008).

LHW (liquid hot water) ili hidrotermalno procesiranje je metoda predtretmana gdje se voda u
tekuéem ili plinovitom stanju koristi za predtretman lignocelulozne biomase. Ova metoda je
relativno blaga i ne zahtijeva katalizatore niti uzrokuje probleme s korozijom (Agbor i sur.,
2011).

2.2.3. Kemijski predtretmani

Neke od metoda koje spadaju u ovu skupinu su predtretman kiselinom ili luzinom, zatim
predtretman ionskim tekucinama, ozonoliza, organosolv proces, vlazna oksidacija, NMMO
predtretman i predtretman alkalnim peroksidom. Ovakvom vrstom predtretmana postiZze se
povecanje povrsine i poroznost lignoceluloznih sirovina uz smanjenje stupnja polimerizacije te
djelomicnu ili potpunu hidrolizu hemiceluloze i djelomi¢no odvajanje lignina. Glavna prednost
ovih metoda su njihova efikasnost i ucinkovitost. S druge strane, njihovo koristenje Cesto
ukljucuje upotrebu agresivnih kemikalija $to moZe negativno utjecati na procesnu opremu
(Brodeur i sur., 2011).

Kada se koriste kiseline najcesce se koriste klorovodi¢na i sumporna. One omogucavaju visok
stupanj hidrolize celuloze, ali osim $to su toksiCne i korozivne, uzrokuju nastajanje inhibitora i
zahtijevaju koriStenje posebne opreme. Zbog smanjenja negativnog utjecaja korozivnog
djelovanja kiselina, preferira se izvodenje procesa hidrolize s razrijedenim kiselinama, ali u

kombinaciji sa viSim temperaturama (Sun i Cheng, 2002).



Mehanizam alkalne hidrolize ukljuCuje saponifikaciju poprec¢nih unutarmolekulskih esterskih
veza koje povezuju ksilan sa drugim komponentama sirovine kao $to je lignin. Najc¢esce
koristene luzine su natrijev, kalijev, kalcijev hidroksid i amonijak. U slu€aju koriStenja

amonijaka dolazi i do delignifikacije (Jonsson i Martin, 2016).

Za razliku od prethodno navedenih kemijskih predtretmana, za organosolv proces se koriste
organska otapala. Smjesom organskih otapala i anorganskih kiselinskih katalizatora (HCI,
H.S0.,) dolazi do pucanja unutarmolekulskih veza izmedu hemiceluloze i lignina $to dovodi do
njihovog razdvajanja. Naj¢eSce koriStena otapala su metanol, etanol, aceton, etilen-glikol,
trietilen-glikol te tetrahidrofurfuril alkohol, a od organskih kiselina oksalna, acetilsalicilna i
salicilna. I u ovom slu¢aju moZe dodi do nastanka inhibitora koji negativno utje¢u na proces

enzimske hidrolize i na fermentaciju (Sun i Cheng, 2002).

Vlazna oksidacija sirovina ukljuCuje tretiranje sirovine vodom uz prisutnost zraka ili kisika pri
temperaturama ved¢im od 120°C pri ¢emu se hemiceluloza djelomi¢no otopi, a u konacnici
nastaju Secerni oligomeri (N. Sarkar i sur., 2012). Ovim postupkom omoguéeno je
fragmentiranje lignina i njegova oksidacija do alifatskih karboksilnih kiselina i fenolnih spojeva
(Jonsson i Martin, 2015).

Nadalje, postupak ozonolize ukljuCuje koriStenje ozona u svrhu razgradnje lignina i odvajanja
hemiceluloze. U ovom slucaju lignin se u potpunosti razgraduje pri ¢emu ne dolazi do
negativnog utjecaja na celulozu. S obzirom da je postupak mogucée voditi pri sobnoj
temperaturi i atmosferskom tlaku formacija inhibitora je vrlo mala u usporedbi s nekim drugim
postupcima. U nekim eksperimentima radene su i kombinacije dvaju razliCitih postupaka
(Bensah i Mensah, 2013) te su dobivena bolja iskoristenja od pojedinacnih. Glavni nedostatak

ozonolize su koli¢ina ozona koji se treba koristiti te njegova cijena (Sun i Cheng, 2002).

Koristenje ionskih tekudina u svrhu predtretmana pokazuje dobre rezultate. Naime, ionske
tekuéine ometaju nekovalentne veze, najceSce vodikove veze, izmedu komponenata
lignoceluloze. Celuloza koja nastane u takvom predtretmanu dostupnija je za enzimsku
hidrolizu. Otopinu ionskih tekucina Cine soli koje se sastoje od malih anorganskih aniona i
velikih organskih kationa, a pri sobnoj temperaturi su u teku¢em stanju. Neke od prednosti
koridtenja su kemijska stabilnost, nezapaljivost te mogucnost koridtenja u radu sa razlicitim

sirovinama (Bensah i Mensah, 2013).

NMMO predtretman ili predtretman organskim otapalom N-metilmorfolin-M-oksidom
omogucuje dekristalizaciju celuloze i otapanje hemiceluloze. Ovo otapalo je ekoloski odrZivo te

se moze skoro potpuno reciklirati i nije toksi¢no (Teghammar i sur., 2011).



2.2.4. Biolo3ki predtretmani

Bioloska predobradba ukljuuje hidrolizu pomocu komercijalnih enzima ili koristenjem
saprofitnih gljiva. Postoji nekoliko vrsta gljiva koje imaju sposobnost koristenja lignoceluloze
kao supstrata, a dijele se na bijele, smede i meke. Smede gljive posjeduju enzime kojima mogu
hidrolizirati hemicelulozu i celulozu, a bijele i meke celulozu i lignin. Prednosti bioloSkog
predtretmana su nizak utroSak energije i blagi uvjeti a nedostaci relativno dugo trajanje,

nemogucnost kontrole samog postupka kao i nisko iskoristenje (Sidhu i sur., 2015).

Enzimska hidroliza izvodi se uglavnom pri blagim uvjetima kao Sto su neutralan pH i niza
temperatura, zavisno o svojstvima i vrsti samog enzima, a odvija se u tri koraka. Prvi korak je
adsorpcija celulaznih i hemicelulaznih enzima na povrSinu sirovine nakon Cega dolazi do
postepene biorazgradnje celuloze i hemiceluloze u fermetabilne Secere. U treCem, posljednjem,

koraku potrebno je izvrsiti uklanjanje enzima (Sun i Cheng, 2002).

Enzimi koji se najcesSée koriste su ve¢ prethodno spomenute celulaze i hemicelulaze, a finalni
produkti njihovog djelovanja su fermentabilni Seceri glukoza i ksiloza. lako postoji relativno
veliki broj mikroorganizama koji mogu proizvoditi celulaze, za komercijalnu proizvodnju najvise
se koriste fungi i to iz rodova T7richoderma, Aspergillus, Schizopyllum i Peniciflium (Sun i
Cheng, 2001). Celuloliticki enzimi hidroliziraju B-1,4-glikozidne veze pri ¢emu kao produkt
nastaju molekule celobioze. Da bi hidroliza bila u potpunosti efektna potrebna je prisutnost 8-
glukozidaze kojoj je zadacda cijepanje molekule celobioze na dvije molekule glukoze (Olsson i
Hahn-Hagerdal, 1996.). Kod hemicelulolitickih enzima, da bi do$lo do potpune hidrolize
hemiceluloze, potrebno je upotrijebiti nekoliko razlicitih vrsta ukljucujuéi endo-1,4-B-ksilanazu
te 1,4-B-ksilozidazu. Takoder, za osolobadanje ksilana i manana potrebni su enzimi ksilan

esteraza, a-L-arabnofuranozidaza i a-4-O-metilglukoronozidaza (Guierro i sur., 2015).

Kada se radi o ligninu, kao $to je ve¢ spomenuto, za njegovu depolimerizaciju potrebne su
dvije vrste enzima, peroksidaze i lakaze. Prirodni producenti ovih enzima su saprofitne gljive a
primjenom genetickog inZenjerstva razvijeni su sojevi poput Sporotrichum pulverulentum Koji
se mogu Kkoristiti u ovakvim postupcima. Osim Sporotrichuma, saprofitna gljiva P.
chrysosporium takoder posjeduje enzime lignin peroksidaze i mangan-ovisne peroksidaze kao
odgovor sekundarnog metabolizma na uvjete sa smanjenom koncentracijom ugljika i dusika
(Guierro i sur., 2015).



Bitno je napomenuti da brojni faktori utjeCu na enzimsku hidrolizu; od vrste supstrata pa sve
do okolidnih uvjeta kao Sto su temperatura i pH. Optimizacijom uvjeta enzimske hidrolize

postize se veca aktivnosti enzima ali i bolje oSecerenje (Sun i Cheng, 2002).

2.3. Inhibitori

Prilikom predobradbe lignoceluloznih sirovina, zavisno o odabranom predtretmanu i
uvjetima, dolazi do formiranja spojeva koji mogu negativnho utjecati na proizvodni
mikroorganizam, a time posljedi¢no i na uspjesnost fermentacije. Takoder, koncentracija i udio
pojedinih vrsta inhibitora zavisi i od same sirovine koja se koristi u predobradi. S obzirom na
njihovu zastupljenost i ucestalost inhibitore koji nastaju moZzemo podijeliti u 3 kategorije:
derivate slabih kiselina, furane te fenolne spojeve. Za neke vrste inhibitora dokazano je da

mogu imati sinergisticko djelovanje (Ko i sur., 2015).

Nastanak pojedine vrste inhibitora moZe se minimizirati optimizacijom predtretmana i uvjeta
hidrolize. Takoder, mogu se primijeniti i metode detoksifikacije prije fermentacije za hidrolizate
s visokim koncentracijama neZeljenih spojeva. Metode koje se koriste u tom slu¢aju mozemo
takoder podijeliti u 3 skupine: fizikalne, kemijske i bioloske. Kemijske metode ukljucuju
taloZzenje inhibitora i toksina nakon hidrolize, adsorpciju na aktivni ugljen ili koristenje
dijatomejske zemlje kao adsorbensa. Uparavanjem u vakuumu, kao fizikalnom metodom,
mogu se ukloniti hlapivi spojevi kao Sto su octena kiselina i furfural, dok biolodke metode
detoksifikacije ukljucuju primjenu mikroorganizama i enzima kao $to su lakaze i peroksidaze
(Rezi¢, 2012).

2.3.1. Slabe kiseline

U ovu skupinu spadaju octena, mravlja kiselina i levulinska kiselina. Octena kiselina nastaje,
uz ksilozu, hidrolizom hemiceluloze, a pri visokim temperaturama i tlakovima ksiloza se moze
razgraditi u furfural, a glukoza u 5-HMF (5-hidroksi-metilfurfural). Daljnjom razgradnjom
furfurala i 5-HMFa nastaju mravlja kiselina i levulinska kiselina (Jénsson i sur., 2013). Sve
kiseline, pa tako i ove mogu biti u disociranom ili nedisociranom obliku Sto znacajno ovisi o pH
vrijednosti podloge. U radnom mikroorganizmu, nedisocirane kiseline imaju znacajniji utjecaj
u odnosu na disocirane kiseline. Ne disocirane kiseline su topljive u mastima te mogu
difundirati kroz stanicnu membranu mikroorganizama. Jednom kad dodu do stani¢nog
cistosola, dolazi do njihove disocijacije Sto posljedi¢no snizava unutarstani¢ni pH. Zadrzavanje

neutralne unutarstani¢ne pH vrijednosti bitno je za normalnu funkciju stanice dok se stopa
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preZivljavanja stanica znacajno smanjuje njenim snizavanjem (Palmqvist i sur., 1996).
Optimalna pH vrijednost za rast vecine kvasaca koji se koriste u biotehnoloskoj proizvodniji
etanola je oko 5.0-6.0 pH jedinica iako je u nekim slucajevima zabiljezen i rast pri nizim
vrijednostima (detektiran je rast pri pH 2,5 bez prisutnosti octene kiseline, a minimalni pH za
rast stanice u prisutnosti octene kiseline je 4,5). Niske koncentracije slabih kiselina pokazuju
stimulirajuci efekt na produkciju etanola pri pH od 5.5, ali povecanjem koncentracije slabih
kiselina prinos se smanjuje. Razli¢éita membranska propusnost za kiseline koje nastaju u
postupku predobradbe znadi i razli¢iti stupanj negativnog djelovanja na stanicu ili toksi¢nost
anionskog oblika prilikom njihove disocijacije u stanici. Naime, stanica posjeduje mehanizam
oCuvanja unutarstanicnog pH u slu¢aju da dode do njegove promjene zbog porasta
koncentracije H* iona. On ukljuCuje ATP-azu koja se nalazi na stani¢noj membrani te koja
aktivnim transportom pumpa protone izvan stanice. S obzirom da je stanici potreban dodatni
ATP za njihov transport, dodatna energija osigurava se razgradnjom ugljikohidrata. Pri jako
visokim koncentracijama kiselina, odnosno disociranih protona premasuje se kapacitet
protonske pumpe u stanici te dolazi do njenog iscrpljivanja. Dolazi do naglog smanjenja
dostupnog ATP-a kojeg nije moguée dovoljno brzo regenerirati i posljedicno se citoplazma
zakiseljuje Sto dovodi do inhibicije rasta stanice. S druge strane, anioni octene i mravlje kiseline
su lipofobni Sto znaci da ne prolaze kroz stanicnu membranu tj. stanica ih ne moze
transportirani van citosola. 1z tog razloga jedno od tumacenja jest i da je toksicnost kiselina
posljedica nakupljanja anionskih oblika tih kiselina u citosolu. Pri niskoj pH vrijednosti komine,
udio disociranih kiselina ¢e biti manji, ali unutarstanicna akumulacija aniona bit ¢e visoka Sto

¢e imati znacajan utjecaj na proizvodni mikroorganizam (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000).

2.3.2. Furani

Furan-aldehidi kao Sto su furufral i 5-HMF formiraju se pri visokim temperaturama i
tlakovima razgradnjom pentoza i heksoza koje potjeCu iz hemiceluloze. Oni, uz prisutnost
drugih inhibitora, negativno utjeCu na rast kvasaca i smanjuju prinos etanola. Kako bi
neutralizirali ovaj efekt, u anaerobnim uvjetima neki kvasci mogu reducirati furfural u fufuril
alkohol te 5-HMF u 2,5-bis-hidroksimetilfuran (Kim, 2018). Enzimi koji mogu reducirati furfural
za koenzim imaju NADH odnosno NADPH u slucaju 5-HMF-a. lako su navedeni spojevi inhibitori
rasta mikroorganizama, dodavanje malih koli¢ina furfurala u nekim slucajevima, rezultiralo je
povecanim prinosima etanola za rekombinantni soj S. cerevisiae koji je imao sposobnost
fementacije ksiloze (Ko i sur, 2015). Uzrok tome mogla bi biti redukcija furfurala u furfuril

alkohol Sto rezultira smanjenom formacijom nusprodukta ksilitola i pove¢anom produkcijom

10



etanola. Istrazivanja su pokazala da neki kvasci mogu tolerirati visoke koncentracije furan
aldehida Sto je objasnjeno teorijom da je inhibicija furan aldehidima jaca uz prisutnost drugih
inhibitora (Ko i sur., 2015). Furfural takoder moZe interferirati s piruvatom te na taj nacin
utjecati na normalno funkcioniranje stanice. Negativan utjecaj vidljiv je kroz smanjenje brzine
rasta stanica, prinos ATP-a te smanjenje volumetrijske produktivnosti procesa fermentacije
etanola. U nekim slucajevima moze dodi i do produljenja trajanja lag faze rasta. Za razliku od
furfurala, 5-HMF se sporije metabolizira u stanici, a pretpostavlja se da je razlog tome niska
propusnost membrane za 5-HMF Sto smanjuje moguénost ulaska 5-HMFa u stanicu i
posljedi¢no smanjuje interferenciju sa metabolizmom stanice. (Palmgvist i Hahn-Hagerdal,
2000).

2.3.3. Fenoli

Fenolni spojevi primarno potjecu od djelomicne razgradnje lignina, a mogu se formirati i
tijekom razgradnje ugljikohidrata. Vanilna kiselina i vanilin te sinirginska kiselina i sinirgaldehid
mogu hastati razgradnjom 3-fenilpropanskih jedinica lignina kao i hidrokvinon, katehol i 4-
hidroksibenzojeva kiselina (Jonsson i sur., 2013). Neki od spojeva koji nastaju prilikom
predobrade lignocelulozne sirovine su i 4-hidroksibenzojeva kiselina i 4-hidroksibezaldehid,
sinirgaldehid. 4-hidroksibenzojeva kiselina je spoj koji je prvi koristen kako bi se proucavao
utjecaj fenolnih spojeva na fermentaciju te su rezultati pokazali znacajno smanjenje prinosa.
U slucaju vanilina kada je prisutan u podlozi u kojoj se provodi fermentacija takoder je uoceno
smanjenje prinosa etanola (Larsson, 2000.). Osim inhibitornog utjecaja neki fenolni spojevi
pospjesuju proces taloZenja proteina (Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000). Mehanizmi djelovanja
fenolnih spojeva jo$ uvijek nisu detaljno razjasnjeni ali poznato je da ih neki kvasci, pomocu
enzima lakaze i peroksidaze mogu oksidirati do manje toksicnih. Smatra se da ovi spojevi
povecavaju propusnost membrane i na taj nacin utjeCu na njihovu nemogucnost da djeluje

selektivno ( Palmqvist i Hahn-Hagerdal, 2000).

2.3.4. Sinergijsko djelovanje inhibitora

Kombinacija razli¢itih inhibitora, kao $to su alifatske kiseline, furan aldehidi i fenoli, koji
mogu istovremeno biti prisutni u podlozi, moZe imati jaCe izrazen inhibitorni utjecaj nego svaki
pojedinacno. Sastav sirovina te izbor procesa predtretmana jako utjee na sastav konacnog
hidrolizata te posljedicno na sinergijski efekt inhibitora. Na primjer, alifatske kiseline i furan

aldehidi zasebno djeluju blago inhibitorno na rast mirkoorganizama, ali ako su istovremeno
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prisutni u podlozi stopa rasta znatno pada. S druge strane, prisutnost malih koli¢ina octene,
mravlje i levulinske kiseline te furfurala i 5-HMFa nema toliko izraZzen sinergijski negativan

utjecaj na rast nekih mikroorganizama (Pérez i sur., 2002).

2.4. Kvasci koji se koriste u biotehnoloSkim postupcima proizvodnje etanola

iz lignoceluloznih sirovina

Kvasci su mikroskopski organizmi koji pripadaju u carstvo Fungi. Mogu se podijeliti u dvije
skupine; Ascomycetes kao Sto su Candida i Saccharomyces te Basidiomycetes kao $to su
Rhodotorulaili Filobasidiella. Kvasci mogu rasti u Sirokom podrucju pH vrijednosti dok, kada je
temperatura u pitanju, vecina spada u mezofile sto znaci da toleriraju temperature od 25°C do
50°C. NajceSée, postupci u kojima se koriste kvasci u industriji provode se na temperaturama
izmedu 20°C i 30°C. Kvasci koji se koriste u proizvodnji etanola uglavhom mogu fermentirati
heksoze i oligosaharide, pa je iz tog razloga ograniCena vrsta sirovina koje se mogu Koristiti.
Najpoznatiji industrijski kvasac Saccharomyces cerevisiae, na primjer, nema mogucnost
fermentacije pentoza, iako je do sad dobiveno nekoliko rekombinantnih sojeva koji mogu
fermentirati ovaj Secer. Nemogucnost koristenja nekih ugljikohidrata iz podloge smanjuje
ucinkovitost postupka u kojima se lignoceluloza koristi kao sirovina. Neke od karakteristika
pozeljnih kod mikroorganizama koji se koriste u biotehnoloskoj proizvodnji etanola ukljucuju
visoku produktivnost, visok prinos te toleranciju na povisene koncentracije etanola i inhibitora.
Osim roda Saccharomyces i kvasca S. cerevisiae, potencijal u njihovoj primjeni pokazali su i
tzv. ne-Saccharomyces kvasci kao npr. P. tannophilus, Candida spp. i Pichia spp. Navedeni
kvasci imaju sposobnost fermentiranja pentoza te moguénost rasta u aerobnim i anaerobnim
uvjetima. Potencijal u proizvodniji alkohola pokazuju i neke bakterije. One se Cesto koriste za
dobivanje spojeva poput butanola, izopropil- alkohola, octene kiseline, mravlje kiseline,

glicerola, metana itd. (Mohd Azhar i sur., 2017).

Do danas, ne-Saccharomyces kvasci su se vise koristili kao domacini za ekspresiju proteina,
biokatalizatori te katalizatori za sintezu raznih spojeva male molekulske mase koji imaju veliku
ulogu u medicini i farmaceutskoj industriji. Takoder, primjenjuju se i u agrokulturi te sluze za

biokontrolu i bioremedijaciju (Johnson, 2013).
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2.4.1. Kvasci roda K/uyveromyces

Rod Kluyveromyces spada u askomicete, a kvasci iz ove skupine najvise se koriste za
proizvodnju heterolognih proteina. Za razliku od nekih drugih vrsta kvasaca, Kluyveromyces
kvasci mogu sintetizirati beta-galaktozidazu, enzim klju¢an kod metabolizma laktoze.
Sposobnost koristenja galaktoze kao izvor ugljika omogucila im je znacajniju primjenu u
industriji mlijeka i mlije¢nih proizvoda. Donedavno su jeftini supstrati, kao sirutka, predstavljali
velik problem za zbrinjavanje, medutim, danas oni predstavljaju polaziSne sirovine u
proizvodnji brojnih spojeva. Osim primjene u mlijecnoj industriji, ovi kvasci pokazali su i
potencijal u proizvodnji jednostanicnih proteina, egzopolisaharida i finin kemikalija (Johnson,
2013).

K. marxianus spada u termotolerantne kvasce i zbog te cinjenice njegova primjena u
biotehnoloskim procesima omogucuje smanjenu mogucnost kontaminacije i utro$ak rashladne
vode. S druge strane, eksperimentalno je uoceno da dolazi do smanjenja prinosa etanola pri
povisenoj temperaturi $to nije optimalno. U usporedbi sa S. cerevisiae, K. marxianus pokazuje

slabiju toleranciju na etanol ( Fonesca i sur., 2008).
2.4.2. Pichia stipitis

P. stipitis takoder spada u skupinu askomiceta i do sada je koriSten u dosta eksperimenata
sa fermentacijama ksiloze u etanol, L-mlije¢nu kiselinu i druge produkte. Posto je hemiceluloza
druga najzastupljenija sastavnica lignoceluloznih sirovina, fermentacija Seéera koji potjecu iz
hemiceluloze moze poveéati prinos etanola u biotehnoloskim procesima. U nekim
istraZzivanjima, koriStenjem tehnika genetskog inZenjerstva, neki od gena Pichie insertirani su
u genom kvasca S. cerevisiae u svrhu poboljSanja karakteristika proizvodnog mikroorganizma
(Johnson, 2013).

2.4.3. Candida shehatae

Kvasci ovog roda najcesce se koriste u biotehnoloskoj proizvodnji jednostanicnih proteina,
D-aminokiselina i ksilitola (Johnson, 2013). Ovaj kvasac takoder moze fermentirati pentoze i

heksoze u etanol (Jeffries i Sreenath, 1988).

2.4.4. Pachysolen tannophilus

Pachysolen tannophilus moze prevesti i D-ksilozu u etanol u aerobnim i anaerobnim

uvjetima, no za rast biomase mora biti prisutan kisik (Maleszka i Schneider, 1982).
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2.5. Utjecaj inhibitora na ne-Saccharomyces kvasce

Do danas su provedena mnoga istraZivanja koja se bave proucavanjem inhibitornog
utjecaja spojeva koji se nalaze u hidrolizatima lignoceluloznih sirovina na proizvodni

mikroorganizam i prinos etanola.

Primjerice, provedeno je ispitivanje inhibitornih efekata razliitih koncentracija mravlje, octene
i levulinske kiseline, katehola, furfurala, vanilina, 4-hidroksibezaldehida i sinirgaldehida na rast
kvasca K. marxianus CECT 10875. Dobiveni rezultati su bili izraZeni kao postotak rasta i prinosa
etanola u odnosu na kontrolu koja je uzgojena u mediju bez prisutnosti inhibitora. Pri
maksimalnim koncentracijama mravlje, octene i levulinske kiseine, od 10 g/L, za svaku kiselinu
zasebno (kao jedinog prisutnog inhibitora u uzgoju), nije doslo do znacajne inhibicije
proizvodnje etanola, iako je brzina rasta bila skoro za pola manja od kontrole. Nadalje, furfural
i 5-HMF imali su slican utjecaj kao navedene kiseline, iako je furfural imao vedi inicijalni
inhibitorni utjecaj od 5-HMFa. Pri niZim koncentracijama navedenih inhibitora nije bilo
znacajnijeg utjecaja na rast biomase i proizvodnju etanola vec je do nagle inhibicije doslo pri
koncentracijama tek oko 20 g/L. U prisutnosti 4-hidroksibezaldehida u rasponu koncentracija
1-4 g/L kao donjih vrijednosti koncentracija, inhibicija nije bila toliko izrazena, dok je kod
maksimalne koncentracije rast u potpunosti zaustavljen. Najveéi inhibitorni utjecaj u
eksperimentima zabiljeZen je u prisutnosti katehola i 4-hidroksibenzaldehida. Ve¢ pri inicijalnoj
koncentraciji katehola od 1 g/L zabiljeZena je inhibicija rasta stanica koja je iznosila oko 50 %

u odnosu na kontrolu.

U nekim slucajevima sa inhibitorima poput furfurala, vanilina i sinirgaldehida kada je inhibitor
prisutan u podlozi ne dolazi do proizvodnje etanola. Medutim ako mikroorganizam ima
sposobnost metabolizirati inhibitore, njihovim nestankom u podlozi dolazi do ponovne
uspostave proizvodnje alkohola. U slu¢aju kvasca K. marxianus pokazalo se da skoro dvostruko

brze metabolizira aldehide, furfural i vanilin u odnosu na S. cerevisie.

U slucaju kvasca K. marxianus CECT 10875 donesen je zakljucak da je vise izrazen inhibitorni
utjecaj na rast stanica u usporedbi s proizvodnjom etanola, po ¢emu se ovaj kvasac razlikuje
od C. shehatae i P stipitis. Takoder, dokazano je da K. marxianus moze najbrze asimilirati
aldehide u odnosu na neke druge mikroorganizme koji se koriste u proizvodnji etanola iz

lignoceluloznih sirovina (Oliva i sur., 2003).

Ovo istraZivanje proSireno je na kvascu K. marxianus te je dodatno ispitivano inhibitorno
djelovanje octene kiseline, furfurala i katehola. Pokazalo se da niska koncentracija furfurala

utjeCe na brzinu rasta te da njegovo dodavanje u podlogu produljuje i trajanje lag faze. Octena
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kiselina pri niskim koncentracijama negativno utjeCe na proizvodnju etanola, a u kombinaciji
kada se i furfural nalazi u mediju, inhibitorni ucinak je pojacan. Ova pojava objasnjena je
¢injenicom da furfural vjerojatno utjeCe na mehanizam pumpanja protona iz stanice i na taj
nacin uzrokuje inhibiciju. Dodatkom sva tri inhibitora u podlogu pokazalo se da imaju

sinergijsko inhibitorno djelovanje na stanice mikroorganizma (Oliva i sur., 2005).

Utjecaj katehola i dva aromatska aldehida, 4-hidroksibezaldehida i vanilina provedeno je 2008.
godine od strane istih znanstvenika ponovno na istom mikroorganizmu. Takoder proucavao se
i sinergijski utjecaj navedenih inhibitora. U zakljucku ovog istrazivanja navedeno je da je

inhibicija izrazenija u slucaju kada su dva inhibitora dodana u podlogu istovremeno.

Nadalje, proucavan utjecaj 5-HMFa, furfurala, octene kiseline i mlije¢ne kiseline na rast triju
kvasaca; dva Kluyveromyces marxianus i jedan S. cerevisiae kvasca. Sojevi kvasca K.
marxianus (TISTR5925 i NCYC587) su uzgajani pri temperaturama od 30°C i 42°C. Podloge za
uzgoj sadrzavale su razliCite koncentracije furfurala i 5-HMFa. Furfural je u ovom slucaju
potpuno inhibirao rast stanica dok je dodatak iste koncentracije 5-HMFa utjecao samo na
produljenje lag faze rasta. U eksperimentu sa TISTR5925 koji je bio izloZzen razli¢itim
koncentracijama mlijecne i octene kiseline tijekom 24h pri 30°C, zabiljezena je umjerena
inhibicija rasta. Pri 42°C inhibicija octenom kiselinom bila je izraZenija, a sli¢ni rezultati dobiveni
su i u eksperimentima s mlijecnom kiselinom. U konacnici soj TISTR5925 pokazao je vecu
toleranciju na slabe kiseline u usporedbi s drugim sojem K. marxianusi kvascem S. cerevisiae.
Utjecaj inhibitora na ove kvasce ispitan je i u laboratorijskom mjerilu i u industrijskom mjerilu

gdje su dobiveni sli¢ni rezultati (Rugthaworn i sur., 2014).

Takoder je provedeno istraZivanje gdje je proucavan utjecaj inhibitora pronadenih u
hemiceluloznom hidrolizatu otpadaka Secerne trske tretirane kiselinom na rast i proizvodnju
etanola pomoc¢u kvasca Pachysolen tannophilus. | ovdje su dobiveni slicni rezultati kao i kod
K. marxianus u slucaju kada su octena kiselina i furfural prisutni u podlozi. Furfural je vec¢ kod
koncentracije od 0,33 g/L jace utjecao na brzinu rasta nego brzinu proizvodnje etanola. Kod
octene kiseline dodatak nizih koncentracija (3,88 g/L) nije imao veliki efekt, medutim kod je
visih koncentracija (10,44 g/L) rast je znacajnije usporen, ali nije u potpunosti zaustavljen.
Snizavanjem pH vrijednosti podloge ovaj efekt bio je joS izrazeniji s obzirom da je veéi udio
nedisociranog oblika ove kiseline u odnosu na disocirani. Zaklju¢no, brzina rasta i proizvodnja

etanola bili su niZi u usporedbi sa Saccharomyces cerevisiae (Watson i sur., 1984).

Nadalje, istraZivanje je proSreno na proucavanje utjecaja inhibitora pronadenih u

lignoceluloznim sirovinama na kvasce P. tannophilus i P. stipitis. Rezultati istraZivanja su
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pokazali da je kvasac P. tannophilus otporniji na utjecaj furfurala i 5-HMFa kada su navedeni
inhibitori dodani u podlogu. lIzraZeniji inhibitorni utjecaj zabiljeZzen je dodavanjem octene
kiseline i kada je viSe inhibitora istovremeno dodano u hranjivu podlogu (Lohmeyer-Vogel i
sur., 1998).

Provedeno je i istrazivanje gdje je usporedivana tolerancija ivasaca S. cerevisiae i P.
tannophilus na inhibitore furfural, 5-HMF i levulinsku kiselinu. U podlozi koja je sadrzavala
glukozu i furfural, kvasac S. cerevisiae pokazao je veci prinos etanola (85,5 % u odnosu na
kontrolu bez prisutnosti inhibitora u mediju) od P. tannophilus (46,7 % u odnosu na kontrolu).
U mediju u kojem su bili prisutni ksiloza i furfural, inhibitorni utjecaj na proizvodnju etanola
bio je izrazeniji za kvasac P. tannophilus. Prinos je iznosio 12,4 % u odnosu na kontrolu, $to
pokazuje da furfural znacajno utjeCe na metabolizam ksiloze. U slu€aju kvasca S. cerevisiae
utjecaj levulinske kiseline i 5-HMF bio je znatno manji u odnosu na P. tannophilus (Yang i sur.,
2012).

Osim toga provedeno je i istrazivanje gdje je izu€avan utjecaj raznih koncentracija furfurala,
octene kiseline, 5-HMFa , sinirgaldehida, 4-hidroksibenzaldehida te vanilina na razlicite sojeve
kvasaca. Uz eksperimente sa razli¢itim koncentracijama dodanih inhibitora u paraleli su
provedena i istraZivanja sa podlogama bez dodanih inhibitora koje su su sluZile kao kontrola.

Eksperimenti su provedeni sa kvascima S. cerevisiae, P. stipitisi C. shehatae.

Furfural je pri inicijalnoj koncentraciji od 0,5 g/L imao priblizno isti utjecaj i na rast i na
produkciju etanola i kod ksiloza fermentirajuéih kvasaca i kod S. cerevisiae. Kao najotporniji
pokazao se kvasac C. shehatae kojemu je rast iznosio 81 % u odnosu na kontrolnu skupinu, a
proizvodnja etanola 80 %. P. stipitis pokazao je slicne rezultate sa malo veéim inhibitornim
utjecajem furfurala. Brzina rasta iznosila je 75 % u odnosu na kontrolu, a postotak
proizvedenog etanola 71 % u odnosu na kontrolu. Furfural je pri inicijalnoj koncentraciji imao
puno vedi inhibitorni utjecaj na S. cerevisiae kod kojeg je brzina rasta iznosila 53 % u odnosu
na kontrolu, a proizvodnja etanola 57 %. Razlika utjecaja furfurala kada usporedujemo ksiloza
i heksoza fermentirajuce kvasce leZi u Cinjenici da kod S.cerevisiae furfural ima veci inhibitorni
utjecaj na rast, a kod ksiloza fermentirajucih kvasaca na proizvodnju etanola. Povecavanjem
koncentracije furfurala na 1 g/L doSlo je do naglog smanjenja brzine rasta i proizvodnje
etanola. Zakljucno, kvasac S. cerevisiae imao je vecu brzinu rasta i proizvodnju etanola u

odnosu na kontrolu nego ksiloza fermentirajuéi kvasci pri maksimalnoj koncentraciji furfurala.

Inhibitorni utjecaj octene kiseline kod kvasca C. shehatae pri inicijalnoj koncentraciji od 5 g/L

nije bio toliko izrazen, ali je doSlo do smanjene koli¢ine proizvedenog etanola na 78 % u odnosu
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na kontrolu. Daljnjim povecanjem koncentracije octene kiseline na 10 g/L i 15 g/L doslo je do
inhibicije brzine rasta od 15 % odnosno 20 % u odnosu na kontrolu, dok je koli¢ina
proizvedenog etanola pri obje koncentracije iznosila priblizno 60 %. Kod kvasca P. stipitis je
pri sve tri koncentracije octene kiseline do$lo do sli¢nog postotka inhibicije rasta (63 %, 64 %,
i 64 % u odnosu na kontrolu), a inhibicija proizvodnje etanola je pri svim koncentracijama bila
visoka (30 % u odnosu na kontrolu i nije znatno mijenjala poveanjem koncentracije octene
kiseline). Kod kvasca S. cerevisiae dodatak octene kiseline imao je, za razliku od ksiloza
fermentirajucih kvasaca, vedi utjecaj na rast nego na proizvodnju etanola. Pri pocetnoj
koncentraciji od 5 g/L proizvodnja etanola bila je priblizno ista kao i u kontroli iako se brzina
rasta smanjila za 20 %. Pri povecanju koncentracije octene kiseline na 10 15 g/L brzina rasta
se smanjila i bila je sli¢na pri obje koncentracije (52 % i 56 % u odnosu na kontrolu), a
proizvodnja etanola se smanjivala proporcionalno s povecanjem koncentracije inhibitora (73
% pri 10 g/L i 62 % pri 15 g/L), Sto pokazuje izraZeniji negativan utjecaj na brzinu rasta

stanica.

Pri inicijalnoj koncentraciji 5-HMFa od 1 g/L, ksiloza fermentirajui kvasci pokazali su se
otporniji nego S. cerevisiae. Kod kvasca P. stipitis zabiljezena je manja inhibicija brzine rasta
u odnosu na kontrolu te smanjenje brzine proizvodnje etanola od 20 %. Eksperiment sa C.
shehatae dao je slicne rezultate, a brzina proizvodnje etanola iznosila je 67 % u odnosu na
kontrolu. NajizraZeniji negativan utjecaj na brzinu rasta i proizvodnju etanola uocen je kod S.
cerevisiae gdje su navedeni parametri bili smanjeni za 65 % i 70 % u odnosu na kontrolu.
Daljnjim povecanjem koncentracije inhibitora na 3 i 5 g/L doSlo je do snaZne inhibicije u rastu

i proizvodnji etanola kod sva tri kvasca.

Inicijalna koncentracija vanilina od 0,5 g/L skoro je potpuno inhibirala rast i proizvodnju etanola
kod kvasca P. stipitis dok je kod kvasca C. shehatae zabiljezen izraZeniji utjecaj inhibitora na
proizvodnju etanola (47 % u odnosu na kontrolu) nego na brzinu rasta (67 % u odnosu na
kontrolu). Kod kvasca S. cerevisiae rezultat su bili slicni (brzina rasta je iznosila 49 % a brzina
proizvodnja etanola 70 % u odnosu na eksperiment bez dodanog inhibitora). Daljnje povecanje
koncentracije vanilina na 1 i 2 g/L gotovo u potpunosti zaustavlja rast i proizvodnju etanola

kod sva tri kvasca.

Pocetna koncentracija 4-hidroksibenzaldehida od 0,5 g/L imala je slican utjecaj na brzine rasta
kvasaca C. shehataei P. stipitis. Brzina rasta iznosila je 57 % u slucaju kvasca P. stjpitis, a 60
% za C. shehatae kada se usporeduju sa kontrolom. Kod P. stjpitis doSlo je do znacajne
inhibicije brzina proizvodnje etanola (pad od 70 %), dok je kod kvasca C. shehatae pad iznosio

40 %. Daljnjim povecavanjem koncentracije na 0,75 g/L i 1,5 g/L rat stanica i proizvodnja
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etanola su gotovo u potpunosti zaustavljeni. Pri inicijalnoj koncentraciji 4-hidroksibezaldehida
kod S. cerevisiae nije doSlo do izraZzenijeg pada proizvodnje etanola, ali je doslo do inhibicije
brzine rasta. Daljnjim povecanjem koncentracije inhibitora doslo je do daljnjeg smanjenja rasta
i proizvodnje etanola, a zaklju¢no, poveéanje koncentracije inhibitora imalo je blazi utjecaj na

promatrane parametre u slucaju kvasca S. cerevisiae.

Pri inicijalnoj koncentraciji sinirgaldehida od 0,2 g/L kod kvasca C. shehatae zabiljezeno je
smanjenje specificne brzine rasta i proizvodnje etanola (89 % i 83 % u odnosu na kontrolu).
Slican rezultat uocen je i kod P. stijpitis gdje je utjecaj inhibicije bio izrazeniji kod proizvodnje
etanola (pad od 40 % u odnosu na kontrolu, a brzina rasta 28 %). Daljnjim povecanjem
koncentracije inhibitora na 0,75 g/L inhibicija postaje izrazenija, a pri najvecoj koncentraciji od
1,5 g/L doslo je do potpune inhibicije u oba slucaja. U slucaju S. cerevisiae nize inicijalne
koncentracije navedenog inhibitora utjecale su samo na brzinu proizvodnje etanola (74 % u
odnosu na kontrolu). Pri najvecoj koncentraciji inhibitora negativan utjecaj izrazeniji je kod

brzine rasta stanica u usporedbi s proizvodnjom etanola.

Na temelju ovih rezultata istrazivanja donesen je zakljucak da inhibitori imaju veéi utjecaj na
brzinu proizvodnje etanola nego na specificnu brzinu rasta u slucaju ne-Saccharomyces
kvasaca. Ovi zakljucci najvidljiviji su kod sojeva koji su uzgajani u podlogama sa dodanom
octenom kiselinom i 5-HMF-om. U vecini eksperimenata sa S. cerevisiae inhibitori su znacajnije
utjecali na brzinu rasta dok se ovaj kvasac generalno pokazao kao bolji producent etanola u
odnosu na ne-Saccharomyces kvasce. Ova pojava najuocljivija je kod eksperimenata s
octenom kiselinom i vanilinom. Takoder, inhibitorni utjecaj zavisi i o koncentraciji samog
inhibitora i o vrsti mikroorganizma. Inhibitor koji je imao najveéi utjecaj na rast

mikroorganizama i proizvodnju etanola bio je vanilin (Delgenes i sur., 1995).

Svi navedeni zaklju€ci u skladu su sa istrazivanjem gdje je usporedivan utjecaj furfurala i
octene kiseline na kvasce S. cerevisiae i C. shehatae. 1 u tom slucaju utvrdeno je da je kvasac
proucavali u ovim eksperimentima je bila redoksna aktivnosti stanica. U slu¢aju S. cerevisiae
ta vrijednost je iznosila 60 % dok je kod C. shehatae relativha redoksna aktivnost iznosila 20
% u odnosu na kontrolu. Specifiéne brzine rasta ovih mikroorganizama ostale su niske, a veéina
furfurala nije prevedena u furfuril alkohol u oba slucaja. Toksi¢nost octene kiseline bila je sve
izrazenija posebice u slucaju sa kvascem C. shehatae. Usporavanjem katabolizma, kao

posljedica inhibicije, usporava se proces fermentacije i rast stanica, a kvasac C. shehatae

18



Nadalje, u istraZivanju sa kvascem P. stjpits proucavan je utjecaj inhibitora furfurala i 5-HMF-
a na soj NRRL Y-7124. I u ovom slucaju koristene koncentracije inhibitora odgovaraju
koncentracijama pronadenim u lignoceluloznim hidrolizatima. Furfural i 5-HMF nisu uzrokovali
potpunu inhibiciju vec zastoj u rastu stanica i fermentaciji etanola zbog asimilacije inhibitora.
Furfural i 5-HMF bili su reducirani u alkohole, a nakon asimilacije nije bilo daljnje inhibicije i
rast stanica se nastavio, a prinosi etanola nakon metaboliziranja inhibitora bili su sli¢ni kontroli

u kojoj inhibitori nisu bili prisutni (P. J. Slininger, 2008).

U konacnici, proucavani su utjecaji furfurala, 5-HMFa i octene kiseline na kvasac A. stjpitis.
Rezultati istraZivanja bili su u skladu sa prethodno navedenim istrazivanjima. Donesen je
zakljucak da kvasac P. stjpitis moze metabolizirati furfural i 5-HMF, medutim znatno sporije
nego kvasac S. cerevisiae. Od svih navedenih inhibitora, octena kiselina imala je najznacajniji
utjecaj na ovaj mikroorganizam. Sinergistickim djelovanjem ovih inhibitora doslo je do
nemogucnosti fermentacije ksiloze te djelomicne inhibicije fermentacije glukoze kod kvasca A.
stipitis (Bellido i sur., 2011).
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3. ZAKLIJUCCI

1. Glavne komponente lignoceluloznih sirovina su celuloza, hemiceluloza i lignin. Udio ovih

komponenti u sirovini ovisi o vrsti biljke od koje sirovina potjece.

2. Lignocelulozne sirovine, zbog svoje kompleksnosti, ne mogu se direktno koristiti u

biotehnoloskim postupcima i zbog toga moraju proéi postupke predtretmana.

3. Hidrolizati koji nastaju u konacnici smjesa su heksoza, pentoza i drugih spojeva koji mogu

imati inhibitorni utjecaj na proizvodni mikroorganizam.

4. Zbog nemogucnosti koristenja pentoza kao izvora ugljika, pokusava se pronadi alternativa
tradicionalno koriStenom kvascu S. cerevisiae u biotehnolodkoj proizvodnji etanola iz
lignoceluloznih sirovina. Ne-Saccharomyces kvasci pokazuju potencijal u industrijskoj primjeni
i zbog Cinjenice da mogu dobro podnositi razli¢ite koncentracije inhibitora koje susre¢emo u

ovim postupcima.

5. Kada se usporeduju Saccharomyces i ne-Saccharomyces kvasci, u vecini slucajeva, inhibitori
imaju negativan utjecaj i na specifi¢nu brzinu rasta i na brzinu proizvodnje etanola kod visih
koncentracija inhibitora. Generalno, utjecaj inhibicije izraZzeniji je na proizvodnju etanola, a
manji na specifi¢nu brzinu rasta kod ne-Saccharomyces kvasaca dok je kod kvasca S. cerevisiae

situacija obrnuta.
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1ZJAVA O IZVORNOSTI

1zjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoy izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih kojfi su u njemu navedeni.
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