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1. UvoD

Ksilitol ili brezin Seéer prirodni je zasladivaC kemijske strukture pentoznog alkohola

(poliola) cija je slatkoca slina saharozi (De Faveri i sur., 2003). Siroko je rasprostranjen u
prirodi te se moze pronacdi u biljkama i voéu (Ylikahri, 1979). Primjenjuje se kao preparat u
tretmanu bolesti poput dijabetesa, hemoliticke anemije, bolestima debelog crijeva, u
prevenciji respiratornih infekcija te osteoporoze (Lépez-Linares i sur., 2017), kao i u pastama
za zube, kao dio vitaminskih tableta, u gumama za Zvakanje, vodicama za ispiranje usne
Supljine, a dodaje se i u razli¢ite napitke te u pekarske proizvode (Rafiqul i Mimi Sakinah,
2012). Industrijska proizvodnja ksilitola temelji se na katalitickom hidrogeniranju Ciste D-
ksiloze pri visokim temperaturama i tlaku (Dasgupta i sur., 2016).
Ipak, sve se vise istrazuje biotehnoloska proizvodnja ksilitola iz ksiloze dobivene enzimskom
hidrolizom lignoceluloze. U lignoceluloznom hidrolizatu se nalaze razli¢ite heksoze (glukoza,
manoza i galaktoza) te pentoze (ksiloza i arabinoza; Mardetko i sur., 2018). Za navedene
procese koriste se jeftine otpadne lignocelulozne sirovine, a uvjeti u kojima se provodi proces
su, u odnosu na kemijski postupak proizvodnje, relativno blagi (atmosferski tlak, temperatura
oko 30°C; Dasgupta i sur., 2016). Tijekom biotehnoloskog procesa dobivanja ksilitola koriste
se mikroorganizmi koji imaju metaboli¢ki put konverzije ksiloze u ksilitol poput plijesni Mucor
indlicus, ne-Saccharomyces kvasaca Debaryomyces hansenii i Candida guilliermondii (LOpez-
Linares i sur.,2017). Osim toga, biomasa nekih mikroorganizama kao npr. plijesni M. indicus
moze biti vaZzan nusproizvod bioprocesa zbog visokog sadrzaja hitina i hitozana, te
nakupljanja masnih kiselina. Navedeni spojevi se odredenim postupcima mogu izdvojiti i
proCistiti, te povecati isplativost samog procesa (Melaja i sur., 1978).

U ovom radu bit ¢e proveden Sarzni proces proizvodnije ksilitola iz hidrolizata otpadne
trave s pomocu plijesni Mucor indicus DSM 2185 u bioreaktoru s mjeSalom. Nakon zavrsenog
procesa proizvodnije ksilitola provest ¢e se izdvajanje ksilitola iz supernatanta kristalizacijom.
Biomasa plijesni Mucor indicus posluZit ¢e za izolaciju hitina i hitozana, kao i za odredivanje

sastava i udjela lipida u biomasi tijekom navedenog procesa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignoceluloza cini oko 64% biomase poraslih biljagka na Zemlji. Otpadne
lignocelulozne sirovine imaju izniman potencijal u biotehnoloskoj proizvodnji (Kumar Das i
sur., 2020). Lignocelulozne sirovine su trave, cvijeée, slama, kukuruzovina, kukuruzni oklasci,
krumpirove stabljike brzo rastuce energetske biljke poput miskantusa i ostalo (Kucharska i
sur.,2018). IskoriStavanje lignoceluloznog otpada kao obnovljivog izvora je ekoloski
prihvatljivo. S razvojem biotehnologije lignocelulozni materijal koristi se za proizvodnju
baznih kemikalija kao Sto je bioetanol i mlijecna kselina, zatim u proizvodnji bioplina i enzima
te visokovrijednih spojeva kao Sto su antibiotici i biopesticidi (Mardetko i sur., 2018; Chen,
2015).

Lignoceluloza je glavna gradevna jedinica biljaka te se sastoji od tri komponente:
linearnog polisaharida celuloze, razgranatog heteropolisaharida hemiceluloze i razgranatog
heteropolimera lignina (Slika 1.), a karakterizira ju kompaktna djelomi¢no kristalizirana
struktura (Isikgor i Becer, 2015). Udio navedenih polisaharida u strukturi ovisi o sirovini.
Izmedu polisaharida koji grade lignocelulozne sirovine prisutne su jake kovalentne te slabe
nekovalentne veze. Ovaj nacin vezanja uzrokuje formiranje mikrofibrila koji medusobnim

interakcijama tvore makrofibrile.
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Slika 1. Sastav lignocelulozne sirovine (Kuthi i sur., 2016)

Celuloza je nerazgranati linearni polimer koji je graden od monomernih podjedinica
glukoze koje su medusobno povezane f-1,4-glikozidnim vezama (Kucharska i sur., 2018) dok
su susjedni lanci povezani vodikovim i Van der Waals-ovim vezama koje su zasluZzne za
stvaranje kristalicne strukture (Mardetko i sur., 2018). Jaka i kristalicna struktura nastaje

povezivanjem hidroksilnih skupina vodikovim vezama unutar istog ili susjednih lanaca
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celuloze (Limayem i Ricke, 2012). Razgradnja celuloze provodi se enzimskom hidrolizom
pomocu endoglukanaza (EC 3.2.1.4), egzoglukanaza (EC 3.2.1.91) i pglukozidaza
(Kucharska i sur.,2018).

Hemiceluloza je razgranati heteropolimer koji je graden od heksoza (galaktoze,
fruktoze, manoze) i pentoza (ksiloza, ramnoza, arabinoza) te glukuronske kiseline i
acetiliranih Secera (Kucharska i sur.,2018). Glavni lanac graden je od ksilana povezanog £
1,4-glikozidnom veznom s arabinozom. Zbog raznolikosti vezanih Secera koristi se Sirok
spektar enzima kako bi se hemiceluloza u potpunosti hidrolizirala do monomera (Limayem i
Ricke, 2012). Stabilnosti lignoceluloze doprinosi hemiceluloza koja je kovalentno vezana na

lignin kao i nekovaletno vezana na celulozu (Mardetko i sur., 2018).

Lignin je amorfni netopljiv heteropolimer sastavljen od monomera kumaril, koniferil i
sinapil alkohola (Kucharska i sur., 2018) povezanih esterskim vezama (Mardetko i sur.,2018).
Sastavna je komponenta stanicne stjenke s ulogom zastite od mikroba (Kucharska i sur.,
2018). Lignin ima potpornu funkciju, a osim toga osigurava nepropusnost i rezistenciju na

mikrobe te sudjeluje u oksidativhom stresu kod biljaka (Andlar i sur., 2018).

2.2. PREDOBRADA LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Predobrada lignoceluloznih sirovina obuhvaca razgradnju kompleksne lignocelulozne
strukture do osnovnih komponenti celuloze, hemiceluloze i lignina. Svrha predobrade je
uklanjanje lignina i hemiceluloze, smanjenje kristalicnosti celuloze kao i poveéanje poroznosti
materijala. Metode kojima se provodi predtretman moraju biti ekonomski isplative te ne
smiju uzrokovati formiranje toksi¢nih spojeva (Kucharska i sur., 2018), ne smiju uzrokovati
razgradnju ugljikohidrata do inhibitornih spojeva te moraju rezultirati formiranjem
fermentabilnih Secera (Mardetko i sur., 2018). Razlikuju se fizikalne, kemijske, fizikalno-
kemijske i bioloSke metode. Fizikalne metode predobrade karakterizirane su smanjenjem
velicine polimera fragmentiranjem, mljevenjem, sjeckanjem, ali i primjenom mikrovalnog
zracenja, susSenja rasprSivanjem, gama zracenja i ostalo (Kucharska i sur., 2018).
Razgradnja lignoceluloznih sirovina primjenom kemijskih metoda moguca je zbog odvijanja
kemijskih reakcija u vodenim otopinama koje obuhvacaju kiselu i alkalnu predobradu,
oksidaciju i ozonolizu te otapanje u organskim otapalima ili ionskim tekucinama. Primjenom
fizikalno-kemijskih metoda predtretmana dolazi do razgradnje slozene strukture

lignoceluloznih sirovina djelovanjem oksidacijskih reakcija u kombinaciji s tretmanom



toplinom, a obuhvadaju djelovanje ugljikovim dioksidom, eksploziju parom i drugo. Metode
bioloSke predobrade temelje se na primjeni gljiva i bakterija ili enzima koje razgraduju
celulozu, hemicelulozu i lignin. Nakon predobrade slijedi enzimska hidroliza, oslobadanje
jednostavnih Secera iz hemiceluloze i celuloze. Razgradnja celuloze i hemiceluloze moguca
je primjenom celulaza i hemicelulaza. Hidroliza celuloze vrsSi se primjenom endoglukanaza
koje kataliziraju hidrolizu /£1,4-glikozidne veze, egzoglukanaza koje kataliziraju reakciju
uklanjanja monomera i dimera s kraja glukoznog lanca te glikozilaza koje hidroliziraju
glukozne dimere. Na taj nacin celulaze kataliziraju razgradnju celuloze do fermentabilnih
Secera, a to je kompleksan proces zbog postojanja celuloznih mikrofibrila koje su stabilizirane
unutrasnjim i vanjskim vodikovim vezama iz hemiceluloznih polisaharida poput manana i
ksilana. Sposobnost razgradnje celuloze i hemiceluloze ovisi o enzimu, pH, temperaturi,
duljini trajanja procesa, poroznosti, stupnju kristalicnosti te o sadrzaju celuloze (Kucharska i
sur., 2018). 0Od svih navedenih metoda predobrade, najceS¢e se primjenjuje metoda
kiselinske predobrade lignocelulozne sirovine. Lignocelulozna sirovina izlaze se djelovanju
razlicitih koncentracija kiseline pri odredenoj temperaturi i razli¢itim vremenima zadrzavanja.
NajcesSce su koriStene sumporna i fosforna kiselina. Tijekom kiselinske preobrade dolazi do
hidrolize hemiceluloze na mono- i oligosaharide zbog kidanja glikozidnih veza izmedu
podjedinica ksiloze te do razgradnje celuloze. Proces se provodi pri temperaturi izmedu 140 i

215 °C u vremenu trajanja od nekoliko sekundi do nekoliko minuta (Mardetko i sur., 2018).

2.3. DETOKSIFIKACIJA LIGNOCELULOZNOG HIDROLIZATA

Tijekom kiselinske hidrolize dolazi do formiranja inhibitornih i toksicnih spojeva poput
furana, alifatskih kiselina i fenola (Mustapa Kamal i sur., 2011). Oni su dobiveni razgradnjom
heksoza i pentoza, acetilnih grupa te lignina. Postupci detoksifikacije provode se kako bi se
smanjio inhibitorni ucinak nastalog hidrolizata. UcCinkovitost detoksifikacije ovisi o
primijenjenoj metodi hidrolize i tipu biomase te o koriStenom mikroorganizmu. Metode
detoksifikacije dijele se na fizikalne i kemijske. Primjer fizikalne metode detoksifikacije je
vakuum uparavanje kojom se smanjuje koli¢ina octene kiseline, furfurala,
hidroksimetilfurfurala i vanilina. Kemijske metode obuhvacaju ekstrakciju organskim
otapalom, ionsko-izmjenjivacki tretman smolom i adsorpciju ugljika, a primjenjuju se s ciljem
uklanjanja toksi¢nih spojeva nakon hidrolize lignoceluloznih sirovina. Iako su neke toksi¢ne
komponente hidrolizata u malim koncentracijama korisne tijekom proizvodnje ksilitola
(Mohamad i sur., 2015).



2.4. KSILITOL

Ksilitol (CsH;,05) je Secerni alkohol koji na svakom ugljikovom atomu ima vezanu
hidroksilnu skupinu te se moze usporediti sa saharozom po okusu, slatkoéi i izgledu, a
formira se prirodno u kori breze. Karakterizira ga visok stupanj slatkoce zbog ¢ega ima 40 %
manju kalorijsku vrijednost u odnosu na saharozu (Albuquerque i sur., 2014). Posjeduje
iznimna organolepticka svojstva kao Sto su dobra topljivost, niski glikemijski indeks i
antikancerogena svojstva. Primjenjuje se u prevenciji oralnog zdravlja na nacin da sprecava
formiranje oralnog biofilma kojeg proizvodi bakterija Streptococcus mutans. Navedena
svojstva pruzaju mogucnost primjene ksilitola u lijeCenju bolesti poput dijabetesa, anemije,
osteoporoze i akutnog otitisa (Albuquerque i sur., 2014). VaZne tehnoloske znacajke ksilitola
poput akariogenosti, negativne topline otapanja, niske kalorijske vrijednosti Cine ga
pozeljnom sirovinom i u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Silva i sur., 1998). Osim
toga, primjenjuje se u proizvodnji slatkiSa, karamela, sladoleda, Cokolada, marmelada i
napitaka zbog toga Sto ne sudjeluje u Maillard-ovim reakcijama koje uzrokuju smedu boju

namirnica i ne uzrokuju redukciju nutritivne vrijednosti proteina (Albuquerque i sur., 2014).



2.4.1. PROIZVODNJA KSILITOLA

Kislitol se moZe dobiti kemijskim putem u reakciji hidrogeniranja ksiloze ili
biotehnoloskim  postupkom primjenom odgovaraju¢eg mikroorganizma koji provodi
konverziju ksiloze u ksilitol (Lima i sur., 2014). Proizvodnja ksilitola biotehnoloSkim
postupkom moze se provesti na poljoprivrednim i agroindustrijskim otpadcima zbog njihove
niske cijene. Biotehnoloski postupak ima nekoliko prednosti u odnosu na kemijsku
proizvodnju ksilitola, a odnosi se na optimiranje i pracenje procesnih parametara kao Sto su
temperatura, pH, tlak, visoku selektivnost i biorazgradivost proizvoda (Martinez i sur., 2007;
Mosier i sur., 2005). Biotehnoloska proizvodnja ksilitola iz lignoceluloznih sirovina zapocinje
predobradom lignocelulozne sirovine s ciljem dobivanja fermentabilnih ugljikohidrata, D-
ksiloze iz hemiceluloze i glukoze, u hidrolizat koji ¢e se koristiti kao izvor ugljika za
mikroorganizme (Lima de Albuquerque i sur., 2014). Kiselinska hidroliza, kojom nastaje
lignoceluozni hidrolizat, mora biti provedena pri uvjetima koji osiguravaju visoku
koncentraciju ksiloze, relativno nisku koncentaciju inhibitornih spojeva prihvatljivu za
odabrani radni mikroorganizam te visoku selektivnost prema razgradnji celuloze. Optimalni
uvjeti za proizvodnju ksilitola definirani su koncentracijom supstrata i inhibitora (Parajo i sur.,
1998).

U biotehnoloskoj proizvodniji ksilitola kao radni mikroogranizam primjenjuju se vecinom
bakterije i plijesni. Geneticki modificirane bakterije koje imaju potencijal u proizvodniji ksilitola
su Escherichia coll, Bacillus subtilis i Corynebacterium glutamicum dok su glavni producenti
ksilitola i dalje kvasci uzgojeni na hidrolizatu hemiceluloze poput Candida athensensis,
Candida tropicalis, Debaryomyces hansenii, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
marxianus i Pichia stipitis (Albuquerque i sur., 2014), Pachysolen tannophilus, Candida
shehatae i Candida mogii (Silva i sur., 1998). Navedeni mikroorganizmi proizvode ksilitol kao
intermedijer u metabolizmu D-ksiloze (Albuquerque i sur., 2014). Mucor indicus u aerobnim
uvjetima raste u filamentoznom obliku, za koji je utvrdeno da ima nizak prinos u proizvodnji
ksilitola (Dasgupta i sur., 2016). Najveca produktivnost ksilitola postize se uzgojem M.
indicus u aerobnim uvjetima s limitiranom koli¢inom kisika jer u takvim uvjetima navedena
plijesan raste u mjeSovitom obliku (filamentozni oblik i oblik kvasca). Metabolicki put
pregradnje ksiloze do ksilitola prikazan je na slici 2.

U biotehnoloskoj proizvodnji ksilitola s pomocu kvasaca potebno je optimirati parametre
poput pH, temperature, aeracije, imobilizacije stanica te koncentracije inokuluma, zatim
sastav podloge, odnosno odabrati izvore ugljika, dusika i mikronutrijenata te njihove
koncentracije (Rafiqul i Mimi Sakinah, 2013).



NAD(P)H + H* NAD(P)*

\j ksilitol

p-ksiloza reduktaza

NAD(P)*
ksilitola dehidrogenaza
D-ksiloza NAD(P)H + H*

p-ksiluloza

ATP
D-ksiluloza kinaza
ADP

p-ksiluloza-5-fosfat

D-ksiloza izomeraza

Pentoza fosfatni put Fosfoketolazni put
gliceraldehid-3-fosfat etanol
likoliz
glkonze CO, NADH + H*  NAD*
piruvat — 5irvat acetaldehid Adenid etanol
dekarboksilaza dehidrogenaza
TCA ciklus

Slika2. Put proizvodnje ksilitola (prilagodeno iz Rafiqul i Mimi Sakinah, 2013).

2.4.2. IZDVAJANIE KSILITOLA

ProciScavanje i izolacija ksilitola iz prevrele podloge posljednji je i najzahtjevniji korak
u cijelom proizvodnom postupku zbog relativno niske koncentracije ksilitola u prevreloj
podlozi, sloZzenog sastava prevrele podloge te prisutnosti drugih proizvoda fermentacije
(Rafiqul i Mimi Sakinah, 2013). Izdvajanje ksilitola provodi se (Slika 3) kromatografskim
metodama, membranskim metodama ili kristalizacijom.
Kromatografska metoda temelji se na razdvajanju komponenata smjese zbog interakcije
komponenata smjese s mobilnom odnosno stacionarnom fazom Sto uzrokuje razdvajanje
komponenata smjese (Jaworska i sur., 2020).
Membranskim metodama koje se koriste za izdvajanje ksilitola iz fermentirane podloge moze
se postici visoka Cistoca proizvoda uz relativno mali utrosak energije.
Kristalizacija je metoda izolacije ksilitola koja obuhvaca sljedece korake: pripremu
prezasi¢ene otopine, nukleaciju odnosno stvaranje jezgre kristala, rast kristala, agregaciju te
ostale sekundarne procese (Aliakbarian i sur., 2012). Kontrolirano formiranje i rast kristala



provodi se pracenjem ravnoteZe i procesnih parametara poput mijeSanja, temperature,
CistoCe otopine te brzine hladenja. Kod biotehnoloske proizvodnje ksilitola metode izdvajanja
ovise o kvaliteti Zeljenog proizvoda te o sastavu fermentirane hranjive podloge koja sadrzi
radni mikroorganizam, dijelove stanica kao i druge kontaminante. Prevrela podloga se
centrifugira s ciljem uklanjanja biomase te se koncentrira kako bi se povecala koncentracija
ksilitola. Izbor metode izolacije ksilitola ovisi o karakteristikama ksilitola poput veli¢ine
molekula i prisutnih necisto¢a u prevreloj podlozi (Martinez i sur., 2015).

Ksilitol je izoliran primjenom 60%-tne i 90%-tne (vol vol™) vodene otopine etanola pri 5, 25 i
40 °C (Vyglazov, 2004). Osim navedenog, provedena su ispitivanja u kojima je kristalizacija
bila potaknuta dodatkom organskih otapala kao Sto su aceton, metanol i etanol. Takoder
provedena je i kristalizacija u sintetskom mediju s koncentracijom ksilitola od 728 g L™ pri

¢emu se kristalizacija provodila na -6°C (Martinez i sur., 2015).
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Slika 3. Prikaz izolacije ksilitola (prilagodeno iz Martinez i sur., 2015).



2.5. PLIJESAN Mucor indicus

Plijesan Mucor indicus pripadnik je koljena Zygomycota, razreda Zygomycetes, reda
Mucorales te porodice Mucoraceae. Ovu vrstu plijesni karakterizira dimorfizam, ima
moguénost rasta u filamentoznom obliku i u obliku kvasca ovisno o uvjetima poput
koncentracije Secera, pocetnoj koncentraciji spora te o prisutnosti kisika u podlozi. Visoka
koncentracija pocetnog inokuluma u anaerobnim uvjetima rezultira rastom Mucor indicus u
obliku kvasca, dok niska koncentracija pocetnog inokuluma i u aerobnim i u anaerobnim
uvjetima uzrokuje rast plijesni u filamentoznom obliku (Karimi i Zamani, 2013; Satari i sur.,
2016). M. indicus ovisno o morfologiji, filamentozni oblik ili oblik kvasca, koristi razlicite
heksoze u proizvodnji etanola. Poznat je kao Crabtree pozitivan mikroorganizam jer osim Sto
proizvodi etanol iz heksoza u anaerobnim uvjetima, ima mogucnost produkcije etanola i u
aerobnim uvjetima. U anaerobnim uvjetima fermentira heksoze, kao Sto su glukoza, fruktoza,
manoza i galaktoza, do etanola kao jednog od produkata metabolizma (Sues i sur., 2005).
Osim navedenog posjeduje sposobnost konverzije ksiloze do etanola u aerobnim i
mikroaerofilnim uvjetima, kao i moguénost konverzije ksiloze do ksilitola iskljucivo u
aerobnim uvjetima (Karimi i Zamani,2013). Etanol i ksilitol sporedni su metaboliti prilikom
aerobne kultivacije pomoc¢u Mucor indicus, dok je glavni produkt sama biomasa plijesni
(Millati i sur.,2005). Uz navedeno posjeduje otpornost na inhibitore prisutne u
lignoceluloznim hidrolizatima poput octene kiseline, furfurala i hidroksimetilfurfurala. M.
indlicus proizvodi polinezasi¢ene masne kiseline (C;s — Cis ) koje omogucavaju fleksibilnost i
permeabilnost stanitne membrane pri ¢emu je najvaznija p-linolenska kiselina. Stani¢na
stjenka odgovorna je za oblik stanice, a osim toga omogucava zastitu i interakciju stanice i
okoline. Stani¢nu stjenku M.indicus Cine hitozan u vecoj mjeri i hitin u manjoj pri ¢emu
hitozan stiti hitin od razgradnje s enzimima hitinazama (EC 3.2.1.14). Osim toga sadrzaj
stanicne stjenke cine i anionski polimeri, lipidi, proteini i minerali. Izniman znacaj
mikroorganizama iz koljena Zygomycota javlja se s razvojem biotehnoloske proizvodnje
biogoriva, antibiotika, enzima, hrane i kemikalija. Plijesan M. indicus koristi se u proizvodnji
fermentirane hrane kao tampe (fermentirana soja) i ragi te ragi starter kultura. (Karimi i
Zamani, 2013; Sues i sur., 2005).

Stanicna stijenka plijesni M. indicus kao Sto je ve¢ spomenuto sadrzi hitin i hitozan.
Radi se o polimerima AFacetil glukozamina i njegovim deacetiliranim derivatima koji se
odreduju mijerenjem koli¢ine Macetil glukozamina i glukozamina (Karimi i Zamani, 2013;
Zamani i sur., 2008). Hitozan, kemijske formule £1,4-glukozamin, se dobiva kemijskom ili

spontanom deacetilacijom S1,4-M-acetil-D-glukozamina odnosno hitina. Stabilna fizikalno-



kemijska svojstva Zygomyceta osiguravaju dostatan izvor hitozana, Sto je postignuto
manipulacijom parametara rasta kao Sto su pH i sastav hranjive podloge tijekom
fermentacije (Nadarajah i sur., 2001). Hitin i hitozan potrebno je izolirati iz biomase plijesni
kako bi se mogli koristiti u farmaceutskoj, prehrambenoj i poljoprivrednoj industriji zbog
antimikrobnih i biorazgradivih svojstava (Lewandowska i sur., 2016).

Navedena plijesan ima mogucénost produkcije polinezasi¢enih masnih kiselina koje
utjeCu na fleksibilnost i permeabilnost staniche membrane. Jedna od najvaznijih
polinezasi¢enih masnih kiselina je p-linolenska kiselina Cija se uloga u ljudskom organizmu
oCituje u regulaciji bioloskih funkcija. Geni koji kodiraju za delta-6-desaturazu, koja provodi
konverziju linolenske u p<linolensku kiselinu, najéesée je eksprimirana tijekom faze klijanja
spora plijesni M. indicus (Karimi i Zamani, 2013). Osim navedene ~linolenske kiseline,
stanicna stjenka plijesni sadrzi i palmitinsku kiselinu (C16:0), oleinsku kiselinu (C18:1), C18:2
trans 6,9, linolnu kiselinu (C18:2 cis 9,12) te linolensku kiselinu (C18:3 cis 6,9,12).
Spomenute polinezasi¢éene masne kiseline mogu se primijeniti u proizvodniji biodizela kao i u

prehrambenoj industriji (Satari i sur., 2015).
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3. EKSPERIMETALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovine

Kao sastavni dio hranjive podloge za uzgoj plijesni M. indicus DSM 2185 koriSten je
hidrolizat otpadne trave (tekuci dio) dobiven kiselinskom predobradom u visokotlatnom
reaktoru pri slijede¢im uvjetima: w (H,SOs;) = 0,5% (w/w), t = 200°C, tuadavana = 5

minuta.

3.1.2. Mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam Kkoristila se plijesan Mucor indicus DSM 2185 iz zbirke
mikroorganizama ,Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen® (DSMZ,

Braunschweig, Njemacka).

3.1.3. Kemikalije

Tablica 1. Popis kemikalija koristenih za pripravu podloga i pripremu uzoraka.

Kemikalija Cistoca Proizvodac
D-(+)-glukoza p.a Kemika, Hrvatska
D-(+)-ksiloza p.a

kvascev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji
Diamonijev sulfat p.a. Kemika, Hrvatska
Diamonijev fosfat p.a. Kemika, Hrvatska

Tween 80® p.a. Merck, Njemacka
Natrijev klorid p.a. Kemika, Hrvatska
Aktivni ugljen - Merck, Njemacka

Natrijev hidroksid p.a. Kemika, Hrvatska

Cinkov sulfat p.a. Kemika, Hrvatska

Sumporna kiselina min 96%, p.a. Merck, Njemacka

11



Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih za pripravu podloga i pripremu uzoraka (nastavak).

Kemikalija Cistoca Proizvodac
Octena kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
C13:0OME p.a. Supelco, SAD

Kloroform p.a. Macron Fine Chemicals,
SAD
Metanol p.a. J. T. Baker, SAD
Klorovodi¢na kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
Heksan p.a. Kemika, Hrvatska
Etanol p.a. Gram Mol, Hrvatska
Aceton p.a. Gram Mol, Hrvatska
Izopropanol p.a. J. T. Baker, SAD

3.2. APARATURA I PRIBOR

3.2.1. Bioreaktor s mjesalom

U ovom radu koristen je bioreaktor s mjeSalom (B. Braun Biotech International, Berlin,
Njemacka) korisnog volumena 2 L (Slika 4.). Bioreaktor je opremljen pH elektrodom,
sustavom za izuzimanje uzoraka, sustavom za regulaciju pH, sustavom za prepumpavanje
podloge i inokulaciju i temperaturnom sondom. Grijanje i hladenje podloge u reaktoru
provodi se cirkuliranjem vode kroz plast. Sterilizacija se provodi u autoklavu pri 120°C i

tijekom 20 min.

12



3.2.2. Sustav za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (eng. Ultra
Performance Chromatography,UPLC)

UPLC (Agilent Technologies 1290 Infinity II, Santa Clara, SAD) uredaj tekuéinske
kromatografije ultra visoke djelotvornosti sastoji se od crpke (G7104A 1290 Flexible Pump),
uzorkivaca (G7129B 1290 Viasampler), pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic Acid
H+, Phenomenex) s pretkolonom, detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog

programa za kromatografiju (OpenLAB CDS).

3.2.3. Sustav za plinsku kromatografiju

Koncentracije i sastav estera masnih kiselina u biomasi plijesni M. indicus DSM 2185
odredene su pomocu Shimadzu GC-2010Plus AF sustava (Shimadzu, Kyoto, Japan). Ovaj
uredaj se sastojao od automatskog uzorkivaca i injektora (AOC-20i), peci s kapilarnom
kolonom i FID detektora i racunala s GC Solutions programom za prikupljanje i obradu
podataka.
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3.2.4. Ostala oprema

- tehnicka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);
- analitiCka vaga Shimadzu (Kyoto, Japan);

- autoklav Sutjeska;

-susSionik Instrumentarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);
-pH metar 744, Metrohm (Herisau, Svicarska);
-Eppendorf kivete

-Buchner lijevak

- Erlenmeyer tikvice

- tikvice s okruglim dnom

-Petrijeve zdjelice

- filter papir

- bocica za plinsku kromatografiju
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3.3. METODE

3.3.1. Priprema podloge

Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma sastoji se od 50 g L™ glukoze, 5 g L kvadéevog
ekstrakta, 2 g L' diamonijevog sulfata, 2 g L' diamonijevog fosfata otoplienog u

demineraliziranoj vodi.

Hranjiva podloga za uzgoj u bioreaktoru s mjeSalom sastoji se od detoksificiranog
hidrolizata otpadne trave dobivenog nakon kiselinske predobrade otpadne trave u
visokotlatnom reaktoru (200°C/ 5 minuta / 0,5% H,SO.) u koji je dodano 5 g L™ kvadéevog
ekstrakta, 2 g L diamonijevog sulfata i 2 g L diamonijevog fosfata kao izvora dusika i
ostalih hranjiva.

Sve podloge su sterilizirane u autoklavu pri 121°C tijekom 20 minuta.

3.3.1.1.  Detoksifikacija hidrolizata otpadne trave

Hidrolizatu volumena 1,25 L pH-vrijednost je podeSena na pH vrijednost od 6 jedinica
dodatkom natrijeve luZine koncentracije 4 mol L™ te je u hidrolizat dodano 25 g aktivnog
ugljena. Dobivena suspenzija inkubirala se 1 sat pri 28 °C uz mije$anje (n = 200 min™) na
tresilici. Suspenzija je zatim profiltrirana kroz Buchner-ov lijevak, a dobiveni filtrat
(detoksificiran hidrolizat otpadne trave) je koristen za pripravu hranjive podloge za uzgoj u

bioreaktoru.

3.3.2. Priprema inokuluma plijesni Mucor indicus DSM 2185

Podloga za uzgoj inokuluma (V = 250 mL) je nacijepljena sa suspenzijom spora
plijesni M. indicus nakon Cega je inkubirana na tresilici pri 28°C kroz 48 sata. Za pripravu
suspenzija spora koriStena je sterilna otopina Tween 80® (koncentracija Tween80=0,04%)

u 0,09% natrijevom kloridu.
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3.3.3. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 i proizvodnja ksilitola u
bioreaktoru s mjesalom

Uzgoj plijesni M.indicus DSM 2185 proveden je u bioreakotru B.Braun Biotech (Berlin,
Njemacka). Podloga korisnog volumena 1,25 L (ukupni volumen 1,5 L) nacijepljena je sa
poraslom kulturom plijesni M. indicus (2,5% vol/vol) u asepticnim uvjetima. Uzgoj je
proveden u aerobnim uvjetima uz aeraciju od 0,4 vol vol™* min™ i brojem okretaja mjeSala
od 200 min™ pri temperaturi od 28°C. Tijekom uzgoja pH vrijednost podloge nije korigirana,
a na pocetku uzgoja iznosila je 6 jedinica. Pjenjenje je kontrolirano dodatkom Antifoam 204.
Uzorci su izuzimani kroz 6 dana u pravilnim vremenskim intervalima, te su analizirani UPLC
metodom. Rast plijesni pracen je mikroskopiranjem.

Nakon zavrSenog bioprocesa biomasa i prevrela podloga razdvojeni su
centrifugiranjem. Supernatant je koriSten za izdvajanje ksilitola (poglavlje 3.3.7.), a biomasa
plijesni stavljena je na suSenje kako bi se odredila ukupna masa proizvedene biomase na
kraju procesa (poglavlje 3.3.4.), te kako bi se koristila za izdvajanje hitina, hitozana
(poglavlje 3.3.8.) i odredivanje ukupnih lipida i sastava masnih kiselina (poglavlje 3.3.9.).

3.34. Odredivanje suhe tvari biomase

Tijekom uzgoja plijesni M. indicus DSM 2185 u bioreaktoru s mjeSalom zbog filamentoznog
oblika rasta micelija nije bilo moguce izuzeti reprezentativan uzorak biomase iz bioreaktora,
te je odredivanje suhe tvari biomase provedeno na pocetku i na kraju bioprocesa filtracijom
na Biichnerovom lijevku. Za filtraciju je koristen prethodno osusen i odvagan filter papir.

Nakon filtracije biomasa je stavljena na susSenje u suSionik Instrumetaria ST-50
(Zagreb, Hrvatska) pri 60°C do konstantne mase. Nakon toga biomasa je ohladena u
eksikatoru te im je izvagana masa.

Prinos biomase plijesni tijekom cijelog bioprocesa izraCunat je prema slijedecoj

formuli:

Am =m, - m [3-1]

gdje je
m,, poCetna koncentracija biomase [g]

my, konacna koncentracija biomase [g]
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3.3.5. Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC Agilent Technologies
1290 Infinity II, Santa Clara, SAD) koristena je za pracenje koncentracije ksilitola, etanola,
octene kiseline, glicerola, ksiloze i glukoze u izuzetim uzorcima. Kao mobilna faza koriStena je
0,0025 M sumporna kiselina s protokom 0,6 mL min™. Volumen uzorka za injektiranje je
iznosio 10 /L. Za razdvajanje komponenti uzorka koristena je analiticka kolona Rezex ROA-
Organic Acid H+, (dimenzija 150x7.8 mm, Phenomenex, SAD) s odgovaraju¢om
predkolonom pri 55°C. Detektor indeksa loma (G7162A 1260 RID) primijenjen je za
detekciju, a OpenLAB CDS racunalni program za obradu podataka. Priprema uzorka za UPLC

analizi provedena je kako je to opisano u poglavlju 3.3.6.

Tablica 2. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekucinskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Spoj Retencijsko vrijeme, Jednadzba bazdarnog pravca R(-)
tz (min)

Arabinoza 5,6080 = 0,0000 A = 151554 yarabinoza — 7676,4 0,9998
Etanol 11,1000 + 0,0000 A = 361299,75 Jetanol + 27468.6  1,0000
Galaktoza 5,1080 + 0,0000 A = 146529 Ysaiaktoza + 4914,5 0,9999
Glicerol 7,0067 = 0,0007 A = 120817 Vsiicero — 3671,6 0,9997
Glukoza 4,7000 + 0,0000 A = 132342 ysukoza + 1503,7 0,9999
Ksilitol 5,8000 + 0,0000 A = 147029 ysiitol + 3656,8 1,0000
Ksiloza 5,1910 + 0,1707 A = 142576 Vsioza -3815,8 0,9999
Octena kiselina 7,7924 + 0,0045 A = 8664,6 Voctena kiselina — 67,234 0,9992

A= povrsina

3.3.6. Priprema uzoraka i talozenje proteina

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (5 minuta/ 6000 okretaja/min; centrifuga
SL 8R ThermoScientific; Waltham, Massachusetts, SAD) koriSten je za pripremu uzoraka za

UPLC analizu. Po 750 4L supernatanta uzorka dodano je u 750 L otopine cinkovog sulfata
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heptahidrata koncentracije 100 g L™. Dobivena otopina zatim je intenzivno izmijeSana 20
sekundi i ostavljena na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Nakon toga uzorci su
centrifugirani 10 minuta na 10000 o/min. Centrifugiranjem su istalozeni proteini i necistoée.
Tako dobiven supernatant se profiltrira kroz najlonski filter veli¢ine pora 0,22 pm (LLG-
Syringe filters Spheros Nylon, 0.22 um promjer 25 mm, Meckenheim, Njemacka) u vialu

volumena 2 mL.

3.3.7. Izdvajanje ksilitola kristalizacijom

Za izdvajanje ksilitola iz modelnih otopina primijenjena je metoda kristalizacije. KoriStene

modelne otopine za izdvajanje ksilitola su:

(1) otopina ksilitola u destiliranoj vodi koncentracije 700 g L;

(2) supernatant podloge dobivene nakon provedenog uzgoja plijesni M. indicus DSM
2185 u koju je dodan ksilitol tako da konacna koncentracija ksilitola iznosi 700 g
L (u ovoj podlozi osim ksilitola nalaze se i drugi spojevi poput etanola, glicerola,
neprevrelih SeCera i razgradnih produkata lignoceluloze koji nastaju nakon

kiselinske predobrade).

Tablica 3. Volumeni i koncentracije otapala koriStenih za kristalizaciju ksilitola iz modelnih

otopina.
otapalo
modelna otopina
aceton etanol etanol isopropanol
w = 100% 9p=60%  ¢=99,6% w=100%
V [mL] V [mL] V [mL] V [mL] V [mL]
(1) 20 20 20 20 80
(2) 20 20 20 20 80

Po 20 mL modelne otopine izmjeSano je sa 20 mL otapala navedenim u Tablici 3. Tako
pripremljeni uzorci hlade se na 4°C tjedan dana, nakon Cega su uzorci centrifugirani 15
minuta pri 6800 rpm. Supernatant je odekantiran, a istaloZeni ksilitol je osusen do

konstantne mase i izvagan na analiti¢koj vagi.

IskoriStenje procesa racuna se prema formuli:
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y=m (istalozeni ksilitol)*loo [%] [3-2]

m(ukupni ksilitol)

3.3.8. Odredivanje hitina i hitozana u biomasi plijesni

Za izdvajanje hitina i hitozana koristeno je 3 g osusene i usitnjene biomase plijesni M.
inducus DSM 2185. Biomasa je suspendirana u 90 mL natrijeve luZine (y= 20 g L) i kuhana
dva sata pri 90°C (omjer volumena otopine NaOH i mase suhe tvari biomase iznosi 30:1).
Alkalno netopljiva frakcija odvojena je centrifugiranjem (6800 rpm/15 min). Dobiveni
supernatant je odekantiran, a netopljivi talog se resuspendira s destiliranom vodom i
centrifugira pri istim uvjetima. Postupak ispiranja se provodi dok se ne postigne neutralna pH
(pH 7) vrijednost supernatanta. Neutraliziranom talogu dodaje se 120 mL 10%-tne octene
kiseline (omjer volumena otopine HAc i mase suhe tvari biomase iznosi 40:1) te se dobivena
suspenzija kuha tijekom 6 sati uz refluks i povremeno mijeSanje. Hitin se izdvaja
centrifugiranjem pri 6800 rpm tijekom 15 minuta. Zatim se ispire s destiliranom vodom do
neutralne vrijednosti, a hitozan se izdvaja iz supernatanta dodavenjem 4 M natrijeve luzine i
podizanjem pH vrijednosti supernatanta na 9 jedinica. Vakuum filtracijom na Blichnerovom
lijevku izdvaja se hitozan. Kristali hitina i hitozana se ispiru s destiliranom vodom do
neutralne pH vrijednosti, a zatim sa etanolom (omjer volumena etanola i mase suhe tvari
biomase iznosi 20:1) i acetonom (omjer volumena acetona i mase suhe tvari biomase iznosi
20:1). Dobiveni kristali suse se pri 60°C do konstantne mase (Pochanavanich i Suntornsuk,
2002).
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3.3.9. Odredivanje koncentracije i sastava masnih kiselina plinskom
kromatografijom s plameno-ionizacijskom detekcijom

Sastav i koncentracija masnih kiselina u biomasi plijesni Mucor indicus DSM 2185 odredeni
su metodom plinske kromatografije s plameno-ionizacijskom detekcijom (GC-FID). Prije
analize uzoraka GC-FID metodom potrebno je provesti transesterifikaciju masnih kiselina u

metilne estere i zatim ekstrakciju u odgovarajuce otapalo (npr. heksan).

3391 Priprema uzorka za GC-FID analizu

Transesterifikacija masnih kiselina u metilne estere provodila se prema NREL
protokolu (Wychen i Laurens, 2013).

Izvagano je 10 mg biomase plijesni M. indicus DSM 2185 koja se potom premjesta u
staklene kivete volumena 10 mL osuSenih u eksikatoru preko noci. U kivetu je zatim
potrebno dodati 20 £ metil tridekanoata (ycis.ome = 10 mg mL?; interni standard 1), 200 /L
otopine kloroform:metanol (2:1, v/v) i 300 /L 0.6 M otopine HCl:metanola. Sadrzaj kivete
izmijeSan je na vibro-mjesacu, a nakon toga stavljen u vodenu kupelj na 85°C kroz 1 sat
kako bi se provela transesterifikacija masnih kiselina prisutnih u uzorku biomase. Nakon
termostatiranja u vodenoj kupelji kivete su ohladene na sobnu temperaturu nakon ¢ega je u
ohladeni uzorak dodan 1 mL heksana. Zatim je sadrzaj bocice izmijeSan na vibro-mjesacu
kako bi se provela ekstrakcija nastalih estera u heksansku fazu i ostavljen 1 sat na sobnoj
temperaturi da se razdvoje faze. Gornji heksanski sloj nakon izdvajanja se prema potrebi
moZze razrijediti dodatkom heksana. Volumen od 200 /L odgovarajuceg razrijedenja ili
originala heksanske faze otpipetira se u vialu za plinsku kromatografiju u koju je dodano 5 (L
pentadekana (y = 1 mg mL™; interni standard 2) i zatvori sa PTFE/silikonskim ¢epom. Ovako

pripremljeni uzorak koristi se za analizu estera masnih kiselina na GC-FID-u.

3.3.92.  GC-FID analiza

GC-FID analiza provedena je na GC- 2010 Plus uredaju (Shimadzu, Kyoto, Japan;
poglavlje 3.3.9.). Uvjeti/parametri metode pri kojima je provedena analiza sastava estera
mashih kiselina prikazana je u Tablici 4. Identifikacija i kvantifikacija estera masnih kiselina
provedena je usporedbom sa retencijskim vremenima i bazdarnim dijagramima odredenim za
metilne estere standardne smjese 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 - C24, Supelco) prema
uvjetima navedenim u Tablici 4. Sastav metilnih estera masnih kiselina izrazen je masenim

udjelom (%) pojedine masne kiseline u uzorku.
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Tablica 4. Parametri GC-FID metode za odredivanje sastava i koncentracije estera

masnih kiselina.

Parametar
Kolona

detektor

Plin nosac/ protok

Temperaturni program

Temperatura injektora
Temperatura detektora
Koeficijent razdjeljenja
Volumen injektiranja

ds, debljina filma

Uvjeti

ZB-FAME (Zebron), 30 m x 0,25 mm, d¢0,20 xm
FID

Helij / 1,2 mL min™
100°C, 4 min

10°C / min - 140°C
3°C / min > 190°C
30 °C/ min do 260 °C
260°C, 2 min

250°C

260°C

1:15

2 1L

Izracun ukupnih masnih kiselina provodi se prema formuli:

FAME ci

Ukupni lipidi i3 normal = ZC4_C24 mamg o3 X ¢ dodanogFAMEc13 [3-3]

Izracun ukupnih masnih kiselina kao postotka na suhu tvar biomase uzetog za

transesterifikaciju:

ukupni FAME c13 normal

% ukupni FAME =

masa suhe tvari uzorka

x 100 [3-4]
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3.4. Izracun parametara uspjesnosti procesa

Za izraCun parametara uspjesnosti procesa koriStene su sljede¢e formule (Maric¢ i
Santek, 2009):

1) koeficijent konverzije supstrata u produkt ( Yp/uw)

(PR AP %
fow™ (UR-5) BUA LOR 198

[3 —5]

UHy, Py — poletna koncentracija ukupnih ugljikohidrata ili produkta [g L™]
UH, P- kona¢na koncentracija supstrata ili produkta [g L]
¥, — prinos produkta [g L™]

2) produktivnost (Pr)

Y ili Yisili
pr= X - ksilitol [g L_lh_l] [3 _ 6]
U

¥« — prinos biomase [g L]
Yisiito — Prinos ksilitola [g L]

&, — ukupno vrijeme bioprocesa [h]

3) efikasnost
Y,
E = F/s

~ Yp (teor)
5

Ysis — koeficijent konverzije supstrata u produkt [g g™']

Yes (teor.) — teorijski koeficijent konverzije supstrata u produkt [g g]
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu provedena je proizvodnja ksilitola s pomocu plijesni Mucor indicus DSM
2185 u bioreaktoru s mjesalom Sarznim postupkom. Uzgoj je proveden na podlozi u kojoj je
kao glavni izvor ugljika koristen hidrolizat otpadne trave. Hidrolizat otpadne trave dobiven je
kiselinskom predobradom u vioskotlathom reaktoru, te od fermentabilnih ugljikohidrata
sadrzi glukozu, ksilozu i arabniozu. Nakon provedenog uzgoja biomasa je izdvojena
filtracijom. Biomasa i supernatant su koristeni za izdavajanje odredenih proizvoda. Iz
supernatanta kristalizacijom pri razli¢itim uvjetima provedeno je izdvajanje ksilitola, a
biomasa plijesni M. indicus koriStena je, zbog specificnog sastava stanicne stjenke, za
izolaciju hitina i hitozana. Hitozan je iznimno koristan linearni polisaharid koji ima primjenu u
biomedicini (Satari i sur., 2016). Plijesan M. indicus, osim navedenog, pripada skupini
oleiginoznih plijesani, te se ovaj mikroorganizam potencijalno moze koristiti i u proizvodniji
biodizela ili u prehrambenoj industriji (Satari i sur., 2016). Stoga je u ovom radu odreden

sastav masnih kiselina koje, u odredenim uvjetima, nakuplja ova plijesan.

Rezultati ovog rada podijeljeni su u sljedeca poglavlja:

4.1.  Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave
4.2. Izdvajanje ksilitola
4.3. Izdvajanje hitina i hitozana iz biomase plijesni Mucor indicus DSM 2185

4.4.  Odredivanje sastava lipida iz biomase plijesni Mucor indicus DSM 2185
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4.1. Uzgoj plijesni Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave

Uzgoj plijesni M. indicus DSM 2185 proveden je u bioreaktoru s mjesalom (lk = 1,25
L) Sarznim postupkom na detoksificiranom hidrolizatu otpadne trave (poglavlje 3.3.1.1.) u
koji je kao izvor dudika i faktora rasta dodano 5 g L kvadfevog ekstrakta, 2 g L™
diamonijevog sulfata i 2 g L diamonijevog fosfata. Uzgoj je proveden pri broju okretaja
mjeSala od 200 min®, pH vrijednosti od 6 jedinica, temperaturi uzgoja od 28 °C, te uz
aeraciju od 0,4 vol vol min. Na slici 5. prikazana je promjena koncentracije supstrata i

glavnih produkata tijekom uzgoja na hidrolizatu otpadne trave.

- 16
- 14
- -
- (=)]
r —o—glc 122
o= —8—ksiloza | 10 g
g ksilitol %
2 —@—etanol 8 Z‘
= —o—glicerol 6 2
§ 2
: R
>
) ﬁ
! -0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

t(h)

Slika 5. Promjena koncentracije glukoze, ksiloze, ksilitola i etanola tijekom uzgoja plijesni

Mucor indicus DSM 2185 u bioreaktoru s mjeSalom na hidrolizatu otpadne trave.
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Tablica 5. Odredeni kineticki i procesni parametri proizvodnje ksilitola s pomocu plijesni

Mucor indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave.

Parametar Vrijednost
Y 8,38g L™
Youm 0,18gg™
Yetanol 446 g L*
Yisilitol 14,57 g Lt
Yglicerol 0,27 g L?
Yisilitol/UH 032gg*
Yetanol/UH 0,10gg™
Yglicerol/un 0,01gg*
Yisilitol/ksiloza 042gg™
Prx 0,06 gL'h*
Phisiitol 0,11gL*h?

*UH, ukupni ugljikohidrati

Tijekom uzgoja plijesan Mucor indicus DSM 2185 pokazuje tipi¢an diauksicni rast, tj.
prvo iz podloge iscrpljuje glukozu, a zatim nakon 24 h uzgoja, zapoCinje potrosnja ksiloze
(Slika 5.). U prvih 24 sata uzgoja ne proizvodi se ksilitol, nego se sva glukoza iz podloge
prevodi u etanol (yeon, 240 = 3,48 g L™), iako se proces vodi u aerobnim uvjetima. Nakon 24
h uzgoja znacajno se smanjuje proizvodnja etanola, te do kraja procesa u podlozi je
detektirano samo 4,46 g L etanola. Koeficijent konverzije ukupnih ugljikohidrata, prisutnih u
hidrolizatu otpadne trave u etanol iznosi 0,10 g g*, te je znafajno manji od koeficijenta
konverzije ukupnih ugljikohidrata prisutnih u hidrolizatu riZine slame u etanol (0,24 g g™)
odredenog tijekom uzgoja M. indicus na detoksificiranom hidrolizatu rizine slame u radu
Karimi i sur. (2006).

Ova plijesan iz ksiloze proizvodi gotovo iskljucivo ksilitol (koli¢ina proizvedenog
etanola od 24 h uzgoja do 144 h uzgoja iznosi svega 0,98 g L™). Ksilitol je ekstracelularni
metabolit, a na njegovu proizvodnju utjecu faktori poput sastava hranjive podloge, stanja
primijenjene kulture, gustoce stanica te brzina rasta (Mohamad i sur., 2015). Tijekom uzgoja
plijesni M. indicus DSM 2185 na hidrolizatu otpadne trave proizvedeno je 14,57 g L™ ksilitola
uz ostvareni koeficijent konverzije ukupnih ugljikohidrata u ksilitol (Tablica 5.) od 0,32 g g™*.
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U radu Karimi i sur. (2006) koeficijent konverzije bio je skoro dva puta maniji i iznosio je
samo 0,18 g ksilitola po gramu ugljikohidrata prisutnih u hidrolizatu rizine slame. Tijekom
uzgoja dolazi do stavaranja vrlo malih koncentracija glicerola (Aygiceror = 0,27 g L™ Ygicerolun
= 0,01 g g™) te je znacajno manji od istih ( Ygiceroyun = 0,08 g g™*) odredenih u radu Karimi i
sur. (2006). Autori Sues i sur. (2005) proveli su uzgoj plijesni M. indicus na hidrolizatu drva u
aerobnim uvjetima te je postignut prinos etanola i glicerola od 10 i 1.8 g L $to odgovara
koeficijentima konverzije od 0,42 i 0,07 g g* za etanol i glicerol. Tijekom navedenog
bioprocesa ksilitol nije proizveden iako je ksiloza bila prisutna u podlozi.

Koncentracija biomase nije mogla biti odredivana tijekom ovog uzgoja zbog rasta
plijesni u obliku micelija (Slika 6.), te se zbog toga nije mogao izuzeti reprezentativan uzorak
biomase. Tijekom uzgoja mikroskopiranjem je pracena morfologija plijesni M. indicus (Slika
6.). Koncentracija biomase je odredena na pocetku i na kraju bioprocesa te je odredeno da
prinos biomase iznosi 8,38 g L?, a koeficijent konverzije ukupnih ugljikohidrata u biomasu
iznosi 0.18 g g* (Tablica 5.), §to je 25% manje od Yyuy odredenog u radu Sues i sur. (2005)
odnosno 50% manje od Yx,un odredenog u radu Karimi i sur. (2006).

Biomasa ovog mikroorganizma predstavlja vrijedan nusproizvod zbog visokog udjela hitina i
hitozana u biomasi (poglavlje 4.3., Sharifyazd i Karimi, 2017; Karimi i Zamani, 2013), te zbog
sposobnosti nakupljanja lipida (Karimi i Zamani, 2013, poglavlje 4.4.) ¢ime ga se moze

svrstati u mikroorganizme s potencijalnom primjenom u razvoju biorafinerijskog koncepta.
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Slika 6. Plijesan Mucor indicus nakon 24. (slika lijevo) i nakon 72. sata (slika desno) uzgoja
slikano optickim mikroskopom pri ukupnom povecanju od 400 x.
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4.2, Izdvajanje ksilitola

Provedeni su preliminarni eksperimenti kako bi se odredilo najpovoljnije antiotapalo
(otapalo koje ima malu topljivost ksilitola) koje smanjuje topljivost ksilitola u sustavu voda-
otapalao u zasi¢enoj otopini (i = 700 g L ™). Izolacija ksilitola iz modelne otopine kislitola
u vodi (1) i modelne otopine ksilitola u hidrolizatu otpadne trave nakon provedenog
bioprocesa (2) provedena je prema prethodno opisanom postupku u Poglavlju 3.3.7.
Dobiveni rezultati procesa izdvajanja ksilitola kristalizacijom uz dodatak antiotapala prikazani
su u Tablici 6., a izgled kristala ksilitola izoliranih iz dvaju modelnih otopina prikazani su na

slici 7.

Tablica 6. Iskoristenje procesa izdvajanja ksilitola iz modelnih otopina.

Omijer otapalo / modelna otopina

Modelna

o acetonigoy:MO  etanol,—ep,:MO  etanol,-g9,5%:MO isopropanolipe,:MO  isopropanoligoe,:MO
otopina

P =1:1 =1:1 =1:1 =1:1 =1:4
(MO) .
Iskoristenje procesa (%)
(D 30,95 9,89 14,92 0 10,99
(2) 9,95 9,97 17,87 0 11,74

(1) Vodena otopina ksilitola

(2) Otopina ksilitola u hidrolizatu otpadne trave

Izdvajanje ksilitola najzahtjevniji je dio proizvodnje ksilitola zbog niske koncentracije
proizvoda kao i zbog kompleksnog sastava hranjive podloge (De Faveri i sur., 2004). 1z
modelnih otopina sa 700 g L™ ksilitola provedena je izolacija kristalizacijom uz dodatak
antiotapla kao Sto su aceton, etanol i izopropanol. Omjeri otapala i modelnih otopina
koriSteni za izdvajanje ksilitola prikazani su u Tablici 6. Topljivost ksilitola u ovim otapalima je
vrlo mala, iako se dodatkom ovih otapala razrijeduje koncentracija ksilitola, postize se
taloZenje kristala ksilitola (Wang i sur., 2007).

IskriStenje postupaka kristalizacije iz modelnih otopina uz dodatak antiotapala kretalo se u
rasponu od 0 do 30,95 %. Povecanjem udjela etanola u otopini pridonosi vecem iskoristenju
procesa izdvajanja ksilitola i u vodenoj otopini ksilitola i u otopini kislitola u hidrlizatu otpadne
trave (Tablica 6). Izopropanol se pokazao kao najnepogodnije otapalo za izdvajanje ksilitola,

te je tek pri omjeru modelne otopine i izopropanola od 1:4 uzrokovao talozenje ksilitola.
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Najvele iskoristenje postupka kristalizacije kislitola iz vodene otopine postignuto je uz
upotrebu acetona i iznosi 30,95 %, a iz hidrolizata otpadne trave uz upotrebu etanola i iznosi
samo 17,87 %. U usporedbi s kristalizacijom koja je potaknuta dodatkom otopine etanola
(1:1) koju su proveli Wei i sur. (2010), pratio se prinos ksilitola nakon 24 i 48 sati pri ¢emu
su ostvareni prinosi od 52,67 % odnosno 56,67 % nakon 48 satne kristalizacije.

Izgled kristala ksilitola istaloZenih iz vodene otopine ksilitola bili su bijele boje, dok su
kristali ksilitola izolirani iz hidrolizata otpadne trave smede obojeni (Slika 7.). Obojenost
kristala ksilitola je posljedica interferencije ksilitola s drugim komponentama hidrolizata
lignocelulozne sirovine kao Sto su zaostali Seceri, ksiloza i arabinoza, razli¢ite anorganske soli,

a to utjece na kristalizaciju, prinos, Cistocu i oblik kristala (Wei i sur., 2010).

.'&' N
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o

Slika 7. Kasilitol izoliran iz hidrolizata otpadne trave (lijevo) i otopine ksilitola u vodi (desno).
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4.3. Izdvajanje hitina i hitozana iz biomase plijesni M. indicus DSM 2185

Izdvajanje hitina i hitozana iz biomase plijesni M. indicus DSM 2185 provedena je kao Sto je
prethodno opisano u Poglavlju 3.3.8. Prinosi procesa izolacije hitina i hitozana nakon procesa
proizvodnije kislitola na hidrolizatu otapadne trave, u kojem je ova plijesan rasla pretezno u

obliku micelija (Slika 6.)., aerobnim postupkom prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Prinos postupka izolacije hitina i hitozana iz biomase plijesni M. /indicus DSM 2185

polimer prinos
(99™)

hitin 0,2056
hitozan 0,0990

Stanicna stijenka plijesni Mucor indicus bogata je hitinom i hitozanom (Satari i sur.,
2016), a udio hitozana u biomasi plijesni M. indicus varira u rasponu od 5 do 10 %
racunajuci na suhu tvar biomase ili 30 do 40 % ako se raCuna samo na stani¢nu stijenku ove
plijesni (Karimi i sur., 2006). Znacajnije koli¢Cine biomase formiraju se tijekom aerobnog
uzgoja (Karimi i sur., 2006), a dokazano je da se udio hitina i hitozana mijenja s promjenom
morfologije plijesni M. indicus, tj. udio hitina i hitozana povecava se s promjenom morfologije
plijesni iz oblika kvasca u filamentozni oblik (Sharifyazd i Karimi, 2017).

Svojstva hitozana omogucuju primjenu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji, a osim toga primjenjuje se u procis¢avanju vode i uklanjanju teskih metala te se
koristi kao flokulacijsko sredstvo (Karimi i sur., 2006). 1z tog razloga provedena je izolacija
hitina i hitozana iz biomase plijesni.

Prinos hitina iznosi 0,21 g g™ dok je prinos hitozana dvaostruko maniji i znosi 0,10 g g

! raunajuéi na suhu tvar biomase. U radu autora Sharifyazd i Karimi (2017) odreden je
prinos hitina i hitozana u biomasi u iznosu od 0.21 odnosno 0.16 g g™. Prinos hitina odreden
u ovom radu je isti kao u radu Sharifyazd i Karimi (2017) dok je prinos hitozana oko 40%
manji Sto moze bit posljedica koristenja razliCitih metoda za izolaciju hitozana.
Osim toga, udio hitina i hitozana u biomasi plijesni M. indicus ovisi i o temperaturi pri ¢emu
je udio hitina najveci pri 28°C te se smanjuje s poviSenjem temperature, za razliku od
hitozana ¢iji je udio najmanji pri 28°C te se povecava s porastom temperature (Sharifyazd i
Karimi, 2017).

29



4.4. Odredivanje sastava lipida u biomasi plijesni M. indicus DSM 2185

Za odredivanje sastava lipida u biomasi plijesni Mucor indicus DSM 2185 potrebno je
provesti ekstrakciju lipida iz biomase transesterifikacijom i ekstrakciju nastalih metil estera u
organsko otapalo prema postupku opisanom u poglavlju 3.3.9. Sastav lipida koje proizvodi
ova plijesan kao i koncentracija pojedinih masnih kiselina odredeni su upotrebom GC-FID
metode (Tablica 3., poglavlje 3.3.9.2.; Wychen i sur., 2013).

Ova plijesan pripada u skupinu oleaginoznih plijesni koje mogu akumulirati znacajne

koli¢ine lipida, posebice polinezasi¢éenih masnih kiselina (eng. PUFAs), koji mogu imati
primjenu u proizvodnji biodizela ili u prehrambenoj industriji (Satari i sur., 2016). Za
industrijski znacajnu proizvodnju lipida s pomocu ove plijesni potrebno je optimirati procesne
parametre poput morfologije, vremena uzgoja, temperature, osigurati odredenu dobavu
kisika, te odabrati odgovarajucu vrstu izvora ugljika kao i koncentraciju dusika (Sharifyazd i
Karimi, 2017).
Biomasa plijesni M. indicus DSM 2185 nakon uzgoja provedenog na hidrolizatu otpadne
trave, s ciljem proizvodnje ksilitola, sadrzi svega 5,90 % ukupnih masnih kiselina u suhoj
tvari. U radu autora Satari i sur. (2016) proveden je uzgoj plijesni M. indicus u
filamentoznom obliku na hidrolizatu riZzine slame za proizvodnju etanola, te je odredeno da u
navedenim uvjetima biomasa ove plijesni sadrzi ¢ak 26,93 % ukupnih masnih kiselina.
Navedeni udio masnih kselina je oko 4,5 puta veci od udjela odredenog u ovom radu
(Tablica 8.).

Od 13 detektiranih masnih kiselina (Tablica 8.), najveéi udio ima oleinska kiselina
(C18:1 cis 9) od 29,62 %, zatim 19,33 % c¢ini C18:3 cis 6,9,12 (y-linolenska kiselina), i C18:2
cis 9,12 (linolna kiselina) s 17,81% udjela te C16:0 (palmitinska kiselina) s udjelom od
15,13% dok su ostale masne kiseline (C6:0, heksadekanoi¢na kiselina; C8:0, oktadekanoicna
kiselina; C10:0 dekanoicna kiselina; C11:0, undekanska kiselina; C12:0, laurinska kiselina;
C14:0, miristinska kiselina; C16:1 cis 9, palmitoleinska kiselina; C18:2 trans 9,12; C18:0,
stearinska kiselina) zastupljene u manjem postotku (Tablica 8.).

Iz literature je poznato da postoji znacajna razlika u udjelu masnih kiselina ovisno o
morfologiji plijesni pri ¢emu plijesan u obliku kvasca sadrzi veéi udio masnih kiselina u
odnosu na filamentozni oblik. Polinezasi¢ene omega-6 masne kiseline, linolenska i oleinska
kiselina najzastupljenije su u biomasi plijesni M. indicus i u filamentoznom obliku i u obliku
kvasca pri ¢emu je udio navedenih masnih kiselina 13,78 %; linolenska kiselina, i 6,73 %
oleinska kiselina (Satari i sur., 2016). Ostale odredene masne kiseline bile su prisutne u
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manjem udjelu: 4,34% C16:0 (palmitinska kiselina), 6,73% C18:1 (oleinska kisleina), 1,31%
C18:2 cis 6,9; linolenska kiselina (C18:2 cis 9,12) s udjelom od 13,78% te 0,77% C18:3 cis
6,9,12 (Satari i sur., 2016).

Plijesan M. indicus proizvela je znacajnije kolicine linolenske, oleinske i linolne kiseline, dok

su ostale masne kiseline prisutne u manjoj kolicini (Tablica 8.).

Tablica 8. Sastav i udio masnih kiselina koje proizvodi plijesan M. indicus tijekom uzgoja na
hidrolizatu otpadne trave Sarznim postupkom.

masna kiselina W FAME,
YFAME
FAME ukupno

-1
oznaka ime (49 mL™) (%)

6:0 heksan_elcna_kls_ellna 2209 1,41
(kaproicna kiselina) !
oktanoicna kiselina

€8:0 (kaprilna kiselina) 6,18 1,21
dekanoicna kiselina

C10:0 (kaprinska kiselina) 3,189 0,62

C11:0 undekanska kiselina 4,788 0,94

C12:0 dode.kan0|cr.1a I_<|seI|na 1878 0,37
(laurinska kiselina) !
tetradekanoicna kiselina
(miristinska kiselina)
C16:0 heksa-d-ekan0|c'na.k|sellna 77 265 15,13
(palmitinska kiselina) !
C16:1 dis 9 C|s-9-t_1eks_adekan_0|c_na kiselina 8 826 173
(palmitoleinska kiselina) !
oktadekanoicna kiselina
C18:0 (stearinska kiselina) 16,833 3,30
C18:1 dis 9 as-?-oktad.eka'nmcna kiselina 151 335 29,62
(oleinska kiselina) !
trans-9,trans-12-oktadekanoicna kiselina
Linoelaidic acid
cis-,cis-,9,12, oktadekanoicna kiselina
(Linolenska kiselina)
cis-, cis-, cis-, 6,9,12-oktadekanoicna
C18:3 cis 6,9,12  kiselina 98,754 19,33

(ylinolenska kiselina)

C14:0, 5,58 1,09

C18:2 trans 9,12 38,004 7,44

C18:2 cis 9,12 90,996 17,81

Wukupne masne kiseline,

biomasa 5 ,90
(%)
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5.

ZAKLIUCCI

Na temelju rezultata u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Tijekom aerobnog bioprocesa proizvodnje ksilitola na kiselinskom hidrolizatu

otpadne trave s pomocu plijesni M. indicus DSM 2185 proizvedeno je 14,57 g L™
ksilitola uz koeficijent konverzije ksiloze u ksiitol od 0,42 g g*. Od ostalih
produkata detektirani su etanol i glicerol.

. Za izdvajanje ksilitola kristalizacijom iz vodene otopine i iz hidrolizata otpadne

trave koristeni su etanol, aceton i izopropanol. Najvece iskoristenje postupka
kristalizacije kislitola iz vodene otopine postignuto je uz upotrebu acetona i iznosi

30,95 %, a iz hidrolizata otpadne trave uz upotrebu etanola i iznosi 17,87 %.

Plijesan M. indicus DSM 2185 u aerobnim uvjetima procesa raste u micelijskom
obliku uz prinos biomase od 8,38 g L™ . Zbog znalajnije koli¢ine proizvedene
biomase ova plijesan mozZe posluziti kao dobar izvor za izolaciju sporednih
proizvoda kao Sto su hitin i hitozan. Udio izoliranog hitina i hitozana iz plijesni M.

indlicus iznosi 20,56 % i 9,90 % izraZzeno na suhu tvar biomase.

Plijesan M. indicus DSM 2185 sadrzi i oko 6 % ukupnih lipida u suhoj tvari
biomase. Od 13 odredenih masnih kiselina najvecu udio ima oleinska kiselina
(C18:1 cis 9) 29,62 %, zatim p~linolenska kiselina (C18:3 cis 6,9,12) 19,33 % i
linolna kiselina (C18:2 cis 9,12) 17,81%. Navedene masne kiseline se mogu

koristiti za proizvodnju biodizela i kao dodatak prehrani.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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