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1. Uvod

Nedostatak globalnih resursa i zagadenje okoliSa izazivaju zabrinutost javnosti. Oni takoder
poticu industriju diljem svijeta na promjene proizvodnih procesa koje osiguravaju ocuvanje
prirodnih resursa, smanjenje potrebe za fosilnim gorivima i energijom te manji negativni utjecaj
na okolis. Zbog toga paznju sve vise privlace biotehnoloski procesi kojima se mogu zamijeniti
ranije koriSteni postupci proizvodnje obnovljivih izvora energije i kemikalija. Razvoj i
optimiranje ovakvih procesa izazovan je posao. Biotehnoloska proizvodnja u industrijskom
mjerilu primjenjuje se za samo odredene proizvode poput etanola, organskih kemikalija,
ksilitola, octene kiseline, vanilina i drugih organskih kemikalija (Queiroz i sur., 2022).

Lignocelulozna biomasa najdostupniji je obnovljivi organski resurs na Zemlji koji se moze
koristiti za konverziju u biogoriva i visokovrijedne proizvode kao $to su industrijski enzimi,
organske kiseline, farmaceutski proizvodi i kemikalije (Bogel-Lukasik i sur., 2012).
Poljoprivredni ostatci, drvni ostatci i ostatci prehrambene industrije najznacajniji SU izvori
lignoceluloze te predstavljaju alternativni izvor energije. Tri osnovna strukturna polimera
lignocelulozne biomase su celuloza, hemiceluloza i lignin. Kako bi se mogli dobiti Zeljeni
proizvodi, lignocelulozu je potrebno podvrgnuti odgovaraju¢im metodama predtretmana. Ovim
postupcima oslobadaju se Seceri iz celuloze i hemiceluloze te se potom koriste kao supstrati u
daljnjim fermentacijskim procesima (Jain i Ghosh, 2021).

Jedan od produkata koji se moze industrijski proizvesti biotehnoloskim postupkom je
ksilitol, koji predstavlja visokovrijednu molekulu sa Sirokom primjenom u razli¢itim granama
industrije. Specificna svojstva i pozitivni utjecaji ovog poliola omogucuju primjenu u
prehrambenim proizvodima, farmaceutskim preparatima, proizvodima za oralnu higijenu te
kozmetici. Najve¢u primjenu pronalazi kao sladilo zbog svoje relativne slatkoce, male
energetske vrijednosti i metabolizma neovisnom o inzulinu §to ga ¢ini pogodnim za dijabeti¢are
(Queiroz i sur., 2022).

Ksilitol se moze proizvesti kemijskim putem hidrogenacijom ksiloze ili biotehnoloskim
postupcima. Kemijska proizvodnja je uvelike zastupljena metoda proizvodnje ksilitola na
trzistu, no sam postupak je energetski zahtjevan i skup. Alternativu predstavljaju bioprocesi
koji kao sirovinu Kkoriste raznolike lignocelulozne biomase te odgovarajuce Ssojeve
mikroorganizama za fermentaciju (Ur-Rehman i sur., 2013). Biotehnoloski postupci
proizvodnje ksilitola provode se pri blaZzim uvjetima zbog cega zahtijevaju manje energije $to

ih ¢ini jeftinijima i manje Stetnima za okolis. U oba slu¢aja dobiveni ksilitol je potrebno izdvojiti



i procistiti pri ¢emu se mogu koristiti razli¢ite strategije za dobivanje i kristalizaciju ksilitola u
Sto ¢iS¢em obliku (Martinez i sur., 2015).

Predmet interesa ovog zavr$nog rada je proizvodnja ksilitola biotehnoloskim postupcima.
Napravljen je pregled glavnih svojstava i primjene ksilitola te najvaznijih aspekata proizvodnje.
Paznja je posvecena i samim sirovinama, metodama predtretmana te tehnikama proc¢is¢avanja

proizvoda.



2. Ksilitol

2.1. Opéenito o ksilitolu

Ksilitol, pentiol ili brezin Secer (engl. xylitol) moze se pronaci u zobi, oklascima kukuruza,
bagasi Secerne trske, slami te drvima poput bukve ili breze. Voée i povrée kao $to su bobi¢asto
voce, salata, sljive, Spinat, tikve i cvjetaca takoder sadrze manje koli¢ine ksilitola. Ovaj Secerni
alkohol, sastavljen od pet ugljikovih atoma i hidroksilnih skupina, ima zna¢ajnu primjenu kao
zamjena za Secer buduéi da se u ljudskom tijelu metabolizira neovisno o inzulinu (Mussatto,
2012).

Karakteristike ksilitola su sposobnost zasladivanja, metabolizam neovisan o inzulinu i
nekancerogenost te se stoga ovaj poliol primjenjuje u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,
u proizvodnji preparata za oralnu higijenu ali i u kemijskoj industriji (Antunes i sur., 2017;
Azizah, 2019). Svjetsku popularnost ksilitol je stekao zbog manje kalori¢ne vrijednosti u
odnosu na konzumni Secer, antikariogenih svojstava te pozitivnog utjecaja na zdravlje. Ksilitol
se moze proizvoditi kemijskom sintezom, no zbog velikog utroska energije i zahtjevnog
postupka procis¢avanja njegova proizvodnja je izuzetno skupa. Biotehnoloski postupci mogu
se provoditi pri blazim uvjetima te koriste razli¢ite metode predobrade sirovina. Postoji veliko
zanimanje za pronalazenje ekonomski isplativin postupaka proizvodnje ksilitola iz

lignocelulozne biomase te za komercijalizaciju takvih postupaka (Antunes i sur., 2017).

2.2. Struktura i svojstva ksilitola

Seéerni alkohol ksilitol ili 1,2,3,4,5-pentanpentol (CsH120s) sastoji se od pet ugljikovih
atoma od kojih svaki veze po jednu hidroksilnu skupinu (Slika 1). Poznat je jo§ pod nazivima
ribitol, adonitol, eutrit, D-ribitol, brezin Secer itd. Njegova molarna masa iznosi 152,15 g/mol,

ima Cetiri rotirajuce veze i dva kiralna centra (Anonimus 1, 2022).

Slika 1. Struktura ksilitola (Anonymous 1, 2022)



Ksilitol se nalazi u ¢vrstom agregacijskom stanju u obliku bijelog kristalicnog praha. Nema
mirisa, no slatkog je okusa. Relativna slatko¢a ksilitola jednaka je saharozi. Kalorijska
vrijednost ksilitola je otprilike 2,4 kcal/g , a glikemijski indeks iznosi oko 7. Prelazi u tekuce
stanje pri temperaturi 92 - 96 °C, a temperatura vrenja je 215 - 217 °C. Topljiv je u vodi i
etanolu. pH vrijednost vodene otopine ksilitola iznosi 5 - 7. Stabilan je pri visokim
temperaturama, te pokazuje neznatna higroskopna svojstva. Karamelizira ako se zagrijava duze
vrijeme pri temperaturama bliskim vrelistu. Granulirani pripravci imaju tendenciju
stvrdnjavanja pa se moraju upotrijebiti unutar 9 do 12 mjeseci. Vodene otopine ksilitola mogu
se skladistitit nesto dulje (Rowe i sur., 2009). Navedena kemijska i fizikalna svojstva saZeto su

prikazana Tablicom 1.

Tablica 1. Kemijska i fizikalna svojstva ksilitola (Ur-Rehman i sur., 2013)

Formula CsH120s

M, 152,15

Izgled bijeli, kristali¢ni prah
Miris nema

Topljivost pri 20°C 169 g/100 g H20

pH vrijednost vodene otopine | 5-7

Taliste 93 °C

Vreliste 216 °C

Gustoca 1,5¢g/L

Kalorijska vrijednost 2,4 kcallg

Relativna slatkoca Veca od sorbitola 1 manitola,

jednaka slatko¢i saharoze

Otapanje ksilitola je endotermna reakcija te zbog toga dolazi do osjecaja hladenja prilikom
oralnog konzumiranja. Osim toga, ksilitol spre¢ava zubni karijes te akutne upale srednjeg uha
kod male djece. Zbog ovih svojstava i pozitivnih zdravstvenih u¢inaka ksilitol se sve vise koristi
zasladiva¢ koriSten u pastama za zube, zZvaka¢im gumama, slatki§ima i mint bombonima
(Granstrom i sur., 2007).

Sposobnost stvaranja kompleksa s ionima kalcija, hidrofilnost i jacanje hidrofobnih

interakcija medu proteinima samo su jos neka od znacajnih svojstava ksilitola (Mékinen, 2014).



2.3. Proizvodnja i trziste

Industrijska proizvodnja ksilitola provodi se kemijskom hidrogenacijom D-ksiloze u ksilitol
pomoc¢u metalnog katalizatora. Sredinom 20. stoljeca raste zanimanje za proizvodnju ksilitola
kao zasladivaca za dijabetiCare. Zbog visoke cijene D-ksiloze, u prvobitnim istrazivanjima
proizvodnje ksilitola kao supstrat je koristena D-glukoza. Razvojem kromatografskih metoda
separacije razli¢itih hemiceluloznih $ecera omogucena je proizvodnja vece koli¢ine Ciste D-
ksiloze. To je omogucilo razvoj metode kojom se pri visokom tlaku vodika D-ksiloza reducira
do ksilitola pomo¢u metalnog katalizatora. Supstrat se dobiva iz drvnih hidrolizata, no potrebno
je provesti nekoliko postupaka proc¢is¢avanja kako bi se dobila Cista ksiloza potrebna za
provedbu kemijske redukcije. Ovakvim postupkom moguce je dobiti prinos ksilitola od 50-60%
od ukupnog udjela ksilana u hemiceluloznoj sirovini (Granstrom i sur., 2007).

Dobiveni ksilitol potrebno je izdvojiti i procistiti koriStenjem tehnika poput membranske
separacije, kromatografskih metoda, ekstrakcije tekuce-tekuce, primjenom aktivnog ugljena,
kristalizacije i kombinacije razli¢itih metoda. Kristalizacija je Siroko rasprostranjena metoda
izolacije kemijski proizvedenog ksilitola budué¢i da zahtijeva manje energije, a omogucuje
dobivanje ¢istog proizvoda u jednom koraku. Otopljeni ksilitol moze se kristalizirati metodama
kao S§to su evaporacija otapala, hladenje, taloZenje ili isoljavanje. 1zbor same metode ovisi 0
topljivosti, zasi¢enosti i temperaturi (Martinez i sur., 2015). Proces proizvodnje i nabrojane
tehnike purifikacije shematski su prikazane na Slici 2.

Komercijalna proizvodnja ksilitola temelji se na redukciji ksiloze uz nikal kao katalizator te
je energetski i ekonomski zahtjevna. Stoga se pokuSava orijentirati prema biotehnoloskim
procesima i upotrebi mikroorganizama od kojih znacajniju ulogu imaju kvasci roda Candida.

Jedna finska kompanija pokrenula je proizvodnju ksilitola 1960-tih godina, a ubrzo nakon
toga pocinje i znacajan porast njegovog trzista (Ravella i sur., 2012).

Ur-Rehman i sur. (2013) navode da se podatke za svjetsko trziste ksilitola prema kojima se
tada proizvodilo 20 000 - 40 000 tona ksilitola godi$nje, ¢ime je postignuta ukupna cijena od
90 do 340 milijuna dolara. Ravella i sur. (2012) navode podatke za vrijednost ksilitola od 537
milijuna dolara na globalnoj razini za 2012. godinu, Sto se razlikuje od prethodno navedenih
ukupnih cijena. Takoder navode svoja predvidanja o porastu vrijednosti ksilitola na globalnoj
razini. Navode tadasnju cijenu ksilitola od 4 - 5 $/kg Sto je bilo nesto jeftinije nego u prethodnih

10 godina zbog ekonomski povoljnijeg procesa proizvodnje.
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Slika 2. Shematski prikaz procesa u proizvodnji ksilitola koriStenjem kemijskih ili

biotehnoloskih tehnika (Martinez 1 sur., 2015)

Prema Ravella i sur. (2012), u Aziji se proizvodi 50% svjetskog ksilitola, a ostatak otpada
na Europu, SAD i Australiju. Ksilitol se najviSe primjenjuje u proizvodnji zvakaéih guma i
konditorskih proizvoda §to obuhvaca oko 70% svjetske konzumacije ksilitola. Najveci svjetski
proizvodaci i distributeri ksilitola su SAD i Kina. Tvrtka DuPont Danisco, vode¢i proizvodac,
upotrebljava ksilozu iz papira i pulpe biljaka, a za proizvodnju koristi kemijsku katalizu. Ostali
proizvodac¢i poput Thomson Bioteh (Xiamen) Co. ili ZuChem Inc. takoder su zbog
ekonomic¢nosti poceli primjenjivati kombinaciju kemijskih postupaka i mikrobne procese. Osim
primjene u prehrani, ksilitol se moZe koristiti kao bazna kemikalija za proizvodnju spojeva
poput glikola, 1,2-propandiola, hidroksifurana te kao jeftina zamjena za petrokemikalije (Jain i
Ghosh, 2021). Tablica 2. sazeto prikazuje najznacajnije proizvodace na podrudju Kine i SAD-
a, njihove godi$nje proizvodnje te koristene sirovine. DuPont Danisco jedini ne koristi

kukuruzne oklaske kao sirovinu.



Tablica 2. Najveci svjetski proizvodaci ksilitola (Ravella i sur., 2012)

Kompanija

Proizvodnja

(tona /godina)

lzvor sirovine

Futaste Pharmaceutical Ltd., China

35000

oklasci kukuruza

Zhejiang Huakang Enterprise Co., Ltd. China

20 000

oklasci kukuruza

Yucheng Lujian Biological Technology Co., Ltd. China 16 000

oklasci kukuruza

Hangzhou Shouxing Biotechnology Co., Ltd. China 15 000

oklasci kukuruza

Shijiazhuang Acid Chemical Co., Ltd 10 000 oklasci kukuruza
Thomson Biotech (Xiamen) Pte. Ltd. China 10 000 oklasci kukuruza
Shandong Biobridge Technology Co., Ltd. China 6000 oklasci kukuruza
Jining Hengda Green Engineering Co., Ltd. China 5000 oklasci kukuruza
DuPont (Danisco) USA 2000 otpad od

proizvodnje papira

Na trzistu Republike Hrvatske, moguce je pronaci ksilitol za prehrambene potrebe razli¢itih

distributera (Tablica 3), kao npr. Kernnel, Rabb Vitalfood, Ekozona, GreenLab, Nature's finest

i Nutrigold.

Tablica 3. Distributeri ksilitola i njihove cijene na trzistu.

Distributeri Cijena [kn /kg]
Nutrimedica doo. 79,90
Balancefood 57,75
Gymbeam 79,00
Soulfood 89,90
GreenLab 142,57
Nutrigold 90
Kernnel 154




Slika 3. Ksilitol dostupan na domac¢em trzistu (Anoymous 2, 2022)

2.4. Metode proizvodnje ksilitola

Kemijski procesi proizvodnje ksilitola su ekonomski i energetski zahtjevni te je potrebno
provesti viSe koraka prociS¢avanja, no i dalje postoje veliki gubitci proizvoda. Alternativu
konvencionalnim kemijskim metodama predstavljaju biotehnoloske metode koje se mogu
provoditi pri blazim uvjetima. Proizvodnja se moze bazirati na lignoceluloznim hidrolizatima,
a konverzija moze provesti pomoc¢u mikroorganizama ili enzima. Biotehnoloske metode mogu
smanjiti troskove proizvodnje ksilitola jer koriste manje energije i izdvajanje produkta iz
hranjive podloge se provodi u samo jednom koraku. Hemicelulozni hidrolizat prije fermentacije
potrebno je detoksicirati, no budué¢i da mikroorganizmi koriste anorganske tvari i organske
kiseline kao nutrijente, proc¢is¢avanje je zapravo jeftinije i lakSe nego kod kemijskih metoda
(Jain i Ghosh, 2021).

Ukoliko pri kemijskim postupcima proizvodnje u hidrolizatu ima i drugih Secera pored
ksiloze, onda to negativno utjece na prinos ksilitola. U biotehnoloSkim procesima ovaj efekt je
manje izrazen. Kod kemijskih metoda potrebno je provesti detoksikaciju kako bi se dobili Cisti
kristali ksiloze prije konverzije u ksilitol, a za biotehnoloski proces detoksikacija je potrebna
kako bi se iz hidrolizata uklonili inhibitori.

Razlike izmedu kemijskog i biotehnoloskog postupka postoje 1 u uvjetima vodenja procesa.
Kemijski postupak zahtijeva visoke temperature i tlakove (80 140°C, 50 atm) te primjenu
skupog katalizatora. Nasuprot tome, biotehnoloski procesi se mogu provoditi pri manjim
temperaturama (25-35°C), a kao moguéi radni mikroorganizmi istrazuju se kvasci, bakterije i

plijesni. Velik utrosak energije, negativan utjecaj na okoli§, potreba za kristalizacijom prvo
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ksiloze kao sirovine, a potom proizvedenog ksilitola kao i kompleksna i spora separacija
ksilitola od drugih Secera samo su neke negativne strane kemijske proizvodnje. Biotehnoloski
procesi su odrzivi jer zahtijevaju manje energije i manje nepovoljno utjecu na okoli$. Takoder
je u njima potreban je samo jedan korak kristalizacije jer se kristlizira samo proizvod, a
izdvajanje ksilitola se provodi brze i lakSe nego kod kemijske metode. Kromatografske metode
za separaciju ksiloze i ksilitola nije prikladne u kombinaciji s kemijskim metodama, ali bi se
mogle uspjesno primijeniti za izdvajanje ksilitola proizvedenog biotehnoloskim putem (Hou-

Rui, 2012; Dasgupta i sur., 2017; Jain i Gosh, 2021).

2.5. Primjena ksilitola i sigurnost njegove primjene

Ksilitol se primjenjuje u prehrambenoj, farmaceutskoj i kemijskoj industriji. Znacajna
svojstva ksilitola (poput niske energetske vrijednosti, antikariogenosti, prevencije infekcija uha
I respiratornog sustava) povezana s njegovim utjecajem, razlog su sve veéeg zanimanja za ovaj
poliol (Azizah, 2019).

U prehrambenoj industriji ksilitol se koristi kako bi se produzio rok trajanja nekih proizvoda
te oCuvali boja i okus Zeljenog proizvoda. Ksilitol ne podlijeze Maillardovim reakcijama pa ne
potamnjuje i ne smanjuju se nutritivne vrijednosti proteina. Moze se dodavati u konditorske
proizvode za djecu i odrasle, samostalno ili u kombinaciji s drugim Se¢ernim zamjenama (Ur-
Rehman i sur., 2013). Zbog svih navedenih karakteristika najvise se koristi u prehrambenoj
industriji u proizvodnji razli¢ite hrane i konditorskih proizvoda kao Sto su kruh bez Secera,
keksi, ¢okolada i gume za Zvakanje (Azizah, 2019). Najznacajnija primjena ksilitola je u
zvaka¢im gumama bez Secera (engl. sugar free) jer daje slatkocu i efekt hladenja. Takoder,
koristi se i za premazivanje peletnih formi zvakac¢ih guma zbog svog brzog susenja i
kristalizacije. Proizvodaci najces¢e dodaju samo ksilitol ali mozZe ga se i kombinirati s drugim
zasladivac¢ima kako bi se osigurala zadovoljavajuca slatkoca, trajnost i teksturu proizvoda (Ur-
Rehman i sur., 2013). Osim upotrebe pri kuhanju i pecenju, kristali ksilitola se mogu posipati
po vocu i proizvodima dobivenim iz Zitarica ili umijesati u preljeve za salatu (Mussatto, 2012).
Takoder se mogu Koristiti kao sastojak dzemova, pudinga, sladoleda, gaziranih pica i raznih
drugih proizvoda. Dodatak ksilitola smrznutim desertima i jogurtima poboljsava teksturu, boju,
okus i stabilnost ovih proizvoda. Moze djelovati kao antioksidans, stabilizator i krioprotektor.
U proizvodnji torti i pe€enih proizvoda ksilitol se koristi zbog vezanje vlage i pozitivnog ucinka
na teksturu i trajnost. Primjena ksilitola u prehrambenim proizvodima je dozvoljena i odobrena

od nadleznih medunarodnih agencija. Ljudski organizam dobro podnosi konzumaciju ksilitola



¢ija je dozvoljena maksimalni dnevni unos ¢ak 60 g. Vecée koli¢ine mogu imati privremene
negativne gastrointestinalne u¢inke poput nadutosti i dijareje. Upotreba ksilitola dozvoljena je
u vise od 50 svjetskih zemalja u obliku sladila te kao sastavni dio lijekova i kozmetike
(Mussatto, 2012).

U farmaceutskoj industriji ksilitol se primjenjuje kao zasladivac ili pomo¢na tvar u razli¢itim
pripravcima. Pogodan je za dijabeticare, antikariogenih je svojstava, ne fermentira, kemijski je
inertan pa ne reagira s ostalim sastojcima i ne podlijeZze Maillardovim reakcijama. Sirupi, tonici
i vitaminski pripravci koji sadrze ksilitol ne mogu fermentirati niti u njima dolazi do porasta
plijesni (Ur-Rehman i sur., 2013).

Antikariogenost, sposobnost zadrzavanja vlage i djelovanje na smanjenje nastajanja zubnog
plaka znacajna su svojstva ksilitola zbog kojih se on moZe primjenjivati u dentalnim
proizvodima. Odgovoran je i za pove¢anu mineralizaciju zubnog tkiva jer utjece na protok sline
obogacene fosfatima i kalcijem. Osim toga, smanjuje formiranje oralnog biofilma inhibiranjem
bakterijskih f-glukozidaza u ljudskoj slini. Zato ksilitol pronalazi primjenu u zubnim pastama,
vodicama za ispiranje usta i umjetnoj slini (Gasmi Benahmed i sur., 2020).

Ksilitol moze Stetno djelovati na zivotinje, posebice na pse. Konzumacija 0,19 ksilitola/kg
tjelesne mase kod pasa moze izazvati po zivot opasnu hipoglikemiju (preniska razina Secera u
krvi). Hipoglikemija moze uzrokovati gubitak koordinacije, depresiju, nesvjesticu 1 napadaje u
ve¢ samo 30 min. Unos velike koncentracije ksilitola moze uzrokovati akutno otkazivanje jetre
(Dunayer i Murphy, 2018).

3. Moguénosti biotehnoloske proizvodnje ksilitola

3.1. Lignocelulozne sirovine

Lignocelulozne sirovine su Siroko rasprostranjeni, obnovljivi, dostupni i ekonomski isplativi
izvori ugljika koji se koriste u proizvodnji ksilitola. Najznacajnije sirovine su poljoprivredni,
agroindustrijski i drvni ostatci (Ur-Rehman i sur., 2013). Lignocelulozni materijali sastoje se
od 3 strukturna polimera (celuloze, hemiceluloze i lignina) te manje koli¢ine pektina, Skroba 1
proteina te ekstraktivnih tvari. Navedeni strukturni polimeri odgovorni su za oblik stanica te
fizikalna i kemijska svojstva lignoceluloznih sirovina (Bogel-Lukasik i sur., 2012) a sastav
lignoceluloze razlikuje se ovisno o biljnoj wvrsti, starosti i uvjetima rasta (Ur-Rehman i
sur.,2013). Stanic¢na stijenka biljaka izgradena je na nacin da je celulozna osnova okruzena

molekulama hemiceluloze u obliku uzastopnih struktura nalik masnama a prazan prostor
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izmedu hemicelulze zauzima lignin (Bogel-Lukasik i sur., 2012). Na Slici 4. prikazana je

struktura lignoceluloze, a na Slici 5. udio glavnih gradevnih komponenti .

Hemiceluloza

Mikrovlakno

Hemiceluloza

Celuloza

Lignin

Lignin

Slika 4. Struktura stani¢ne stijenke biljke i popre¢ni presjek mikrofibrila, celulozne molekule
ugradene u matricu hemiceluloze i lignina (Espinoza-Acosta, 2020)

m Celuloza = Hemiceluloza = Lignin = Ekstraktivne tvari

Slika 5. Prosje¢ni sastav lignoceluloze (Jakeer, 2018)
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Tablica 4. Kemijski sastav raznih lignoceluloznih materijala (Palonen, 2004)

) _ .| Ekstraktivne
B Celuloza | Ksilan | Manan | Galaktan | Arabinan | Lignin )
Materijal tvari
[%0] [%0] [%0] [%0] [%0] [%0]
[%0]
smreka (lat. nije
_ _ 41,6 6,1 14,3 1,2 27,1 9,6
Picea abies) navedeno
bor (lat. Ny y
) nije nije
Pinus 37,7 4,6 7,0 27,5 10,8
] ] navedeno | navedeno
silvestris)
breza (lat. Ny B
nije nije
Betula 38,2 18,5 1,2 22,8 4,8
navedeno | navedeno
pendula)
topola (lat.
Populus 49,9 17,4 47 1,2 1,8 18,1 | nije navedeno
alba)
kukuruzovi
na (engl. 36,4 18,0 0,6 1,0 3,0 16,6 7,3
corn stover)
slama
pSenice
38,2 21,2 0,3 0,7 2,5 23,4 13,0
(engl. wheat
straw)
trave (engl.
31,0 20,4 0,3 0,9 2,8 17,6 17,0
grasses)

Hemiceluloza je heterogeni polimer koji se sastoji od pentoza (ksiloza, arabinoza), heksoza

(manoza, glukoza i galaktoza) i SeCernih kiselina. Primjeri kemijskog sastava nekih

lignoceluloznih materijala navedeni su u Tablici 4. Razli¢ite vrste biljne biomase poput

poljoprivrednog otpada od proizvodnje Kkukuruza, bagase SeCerne trske, pivskog tropa,

obrezanih maslinovih grana, eukaliptusa, rizine slame, kore od banane, sojinih ovojnica, zobene

pljeve i ljusaka kave mogu se iskoristi kao sirovina u biotehnoloskim procesima (Ur-Rehman,

2015).
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Kako bi se mogle koristiti u proizvodnji biogoriva i visoko vrijednih kemikalija,
lignocelulozne sirovine je prethodno potrebno obraditi odgovaraju¢im metodama. Predtretman
sirovine je jedan od najvaznijih koraka prilikom frakcioniranja. Odabir metode predtretmana
ovisi 0 cijeni, mogucnosti ocuvanja hemicelulozne frakcije te koli¢ini inhibitora koji se dobiju
na kraju predtretmana. Najces¢i inhibitori fermentacije prisutni u hidrolizatu su kemijski
spojevi poput fenolnih spojeva i alifatskih kiselina, furalaldehida i slabih kiselina (Jain i Ghosh,
2021).

Kiselinska hidroliza je jedna od najpopularnijih metoda predtretmana. Brza je i jednostavna,
a moze koristiti razrijedenu ili koncentriranu kiselinu. Nacelno se preferira koriStenje
razrijedene kiselinske hidrolize zbog manje cijene i efikasnosti razaranja lignoceluloznog
matriksa (Jain i Ghosh, 2021). Najcesc¢e se koristi sumporna Kiselina, no primjenjuju se i
klorovodi¢na, dusi¢na i trifluoroctena kiselina. Takoder, moguce je koristenje fosforne, octene,
jantarne i limunske kiseline. Koncentrirane kiseline hidroliziraju i hemicelulozu i celulozu, pri
Cemu se ovakvi procesi mogu provoditi pri nizim temperaturama $to smanjuje troSkove
proizvodnje. Medutim, ono $to je nedostatak ovakvog pristupa jest korozija opreme. Procesi
koji koriste razrijedene kiseline djeluju specificno na hemicelulozu, dok celuloza ostaje
nehidrolizirana u ¢vrstoj frakciji. Prednosti ove metode su manji problemi s korozijom u odnosu
na koncentrirane Kkiseline, manja potrosnja kiselina i manje potrebne energije za recikliranje
kiseline. Prije fermentacije potrebno je ukloniti ili neutralizirati koristenu kiselinu $to dovodi
do gubitka dijela hidrolizata (Bogel-Lukasik i sur., 2012).

Ekonomski i ekoloski atraktivna metoda predtretmana, koja ne koristi kemijske katalizatore,
naziva se hidrotermalni tretman. Dvije varijante ove metode su autohidroliza i tretman parnom
eksplozijom. Autohidroliza koristi vru¢u vodu (150-230 °C) pri visokom tlaku za degradaciju
lignoceluloznih sirovina. Nedostatci ove metode su gubitak dijela ksilana i moguca tvorba
inhibitora (Jain i Ghosh, 2021).

Dodatakom anorganskih soli moze se povecati brzina hidrolize hemiceluloze i celuloze
tijekom hidrolize razrijedenim kiselinama. Najznacajnije soli su FeCls, FeSO4, Fe(NO3)s,
Al2(S0a4)s, AICIs i MgSO4 (Bogel-Lukasik i sur., 2012).

Tretmani luZzinom su metoda koja djeluje na hemicelulozu i lignin. Ovisno o katalizatoru
podijeljeni su na tretmane koji koriste natrijev, kalijev ili kalcijev hidroksid i tretmane koji
koriste amonijak. Glavni u¢inak ovakvih tretmana nije izdvajanje hemiceluloze ve¢ povecanje
razgradivosti celuloze. Dobiveni hidrolizati bogati su glukozom, dok je ksiloza prisutna u
manjim koncentracijama $to ovakve predtretmane ¢ini nepovoljnima za proizvodnju ksilitola.

Veliki utrosci luzine i vode za ispiranje, te gubitci lignoceluloznog materijala najznacajniji su
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nedostatci ove metode. Osim opisanih metoda u literaturi se spominju i tretmani ionskim

tekuc¢inama (engl. ionic liquids), superkriticnim fluidima (engl. supercritical fluid), vlaznom

oksidacijom, organosolv i enzimska hidroliza. Ove tretmane moguée je koristiti za obradu

lignoceluloznih sirovina no neki do njih su komplicirani, skupi ili neisplativi u procesima
proizvodnje ksilitola (Bogel-Lukasik i sur., 2012). Slika 6. prikazuje izgled lignoceluloze prije

predtretmana te razaranje strukturne nakon obrade.

AMORFNA _
STRUKTURA

KRISTALNA _
STRUKTURA |

J Wik /
e B
> /.\). ;  J, [HEMICELULOZA
Ny )
) 3(\
K&

Slika 6. Struktura lignoceluloze prije i nakon obrade (Kumar i sur., 2009)
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3.2. Radni mikroorganizmi i metaboli¢ki putevi biosinteze ksilitola

Biotehnoloski postupci zahtijevaju prisutnost mikroorganizama koji mogu prevesti ksilozu
do ksilitola. U proteklih dvadeset godina istrazivani su kvasci, bakterije i plijesni koji imaju tu
sposobnost (Tablica 5). Smatra se da su kvasci bolji proizvodaci ksilitola, a medu njima se isticu
vrste Candida guilliermondii, Debaromyces hansenii, Candida tropicalis i Candida boidinii.
Ksiloza se moze konvertirati i pomocu rekombinantnih mikroorganizama kao §to su

Escherichia coli, Bacillus sp. i Saccharomyces cerevisiae (Goli i sur., 2012).

Tablica 5. Mikroorganizmi istrazivani za proizvodnju ksilitola (Goli i sur., 2012)

Kvasci Plijesni Bakterije
Petromyces albertensis Aspergillus niger Corynebacterium sp.
Candida boidinii Penicillium brevicompactum | Mycobacterium

C. maltosa P. citrinum smegmatis

C. mogii P. expansum Enterobacter liquifaciens
C. tropicalis HXP2 P. purpurogenum

Debaromyces hansenii UFV-170 | P. janthinellum

Hansenula polymorpha P. chrysogenum

Pachysolen tannophilus P. crustosum

Pichia caribica P. griseoroseum

C. guilliermondii FT1-20037118 | P. roqueforti

C. intermedia P. italicum

Neke bakterije poput Enterobacter liquefaciens, Corynebacterium sp., Mycobacterium
smegmatis i Gluconobacter oxydans mogu proizvesti ksilitol u manjim koli¢inama dok sojevi
roda Enterobacter mogu rasti na D-ksilozi i proizvesti ekstracelularni ksilitol. Bakterija roda
Corynebacterium mogu proizvoditi ksilitol samo kada rastu na podlogama koje sadrze i ksilozu
i glukonat. Unato¢ moguénosti konverzije, nastaju vrlo male koli¢ine ksilitola pa divlji sojevi
bakterija nemaju prakticnu primjenu. Filamentozne plijesni poput Aspergillus, Byssochlamys,
Gliocladium, Myrothecium, Penicillium, Rhizopus i Neurospora sp. mogu proizvesti male
koli¢ine ksilitola pri uzgoju na mediju koji sadrzi ksilozu. Zbog malog prinosa i duljeg vremena

inkubacije, plijesni nisu toliko istrazivane za proizvodnju ksilitola (Rafiqul i Sakinah, 2012).
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Konverzija D-ksiloze do D-ksiluloze u veéini kvasaca i plijesni odvija se u dva koraka (Slika
7). Prvi korak je redukcija D-ksiloze do D-ksilitola pomoé¢u NADPH ili NADH ovisne ksiloza
reduktaze (XR). Nastali ksilitol moze se izluciti ili se dalje oksidira do D-ksiluloze pomocu
NAD* ovisne ksilitol dehidrogenaze. Neki sojevi kvasaca D-ksilulozu dalje mogu metabolizirati
do ksiluloza-5-fosfata pomocu enzima ksilulokinaze, koja onda moze u¢i u pentoza-fosfatni
put. Alternativa je fosfoketolazni put kojim se ksilulolza-5-fosfat metabolizira do gliceraldehid-
3-fosfata i acetil fosfata. Rast stanica ovisi o metabolickim produktima dobivenima nakon
ksilitola zbog ¢ega se metaboli¢ki put ne zaustavlja ve¢ nakon nastanka ksilitola. Za dobivanje

zadovoljavajuceg prinosa, koncentracije ksilitola koje nastaju i koje sudjeluju u daljnjim
reakcijama moraju biti uravnotezene (Goli i sur., 2012).
Ksilitol

Put pentoza-
fosfata
Ksiloza dehidrogenaza Ksilulokinaza

reduktaza (XR) e [XDH) (XK) D-Ksiluloza-5-
D-Ksilitol *|  D-Ksiluloza - \
M Y ' o et
" o fosfoketolaze

NAD{P)H NAD(P)+ NADH NADH ATP ADP

Slika 7. Metaboli¢ki put ksiloze u kvascima (Jain i Ghosh, 2021)

Medu sojevima kvasaca koji prirodno proizvode ksilitol izuzetno je zanimljiva Candida sp.
Sposobnost koristenja D-ksiloze i odrzavanja redukcijsko-oksidacijske ravnoteze prilikom
nakupljanja ksilitola daje kvascima roda Candida prednosti u odnosu na S.cerevisiae. Zbog
patogenosti nekih sojeva kvasaca iz roda Candida, njihova upotreba u prehrani je ograni¢ena
(Granstrom i sur., 2007). U odredenom broju radova zabilljezeni su veliki prinosi i
produktivnosti postignuti primjenom ovih kvasaca. Kako bi povecali prinos, Candida tropicalis
se moze tretirati UV svjetlom Sto omogucava povecanje aktivnosti enzima ksiloza reduktaze 1
time povecava nastajanje ksilitola. Ako je soj mutant za ksilitol dehidrogenazu onda je moguce
proizvesti ksilitol pomocu glicerola kao kosupstrata (Goli i sur., 2012).

Ksilitol se moze proizvesti i pomocu rekombinantnih sojeva. NajviSe je konstruirano
rekombinantnih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae u koje su umetnuti geni za ksiloza
reduktazu koji potjecu iz kvasaca Pichia stipitis i C. shehatae. pri ¢emu ovakvi sojevi
zahtijevaju prisutnost kosupstrata glukoze ili etanola. Ovi sojevi daju relativno visok prinos, no
produktivnost samog procesa je znatno manja u odnosu na divlje tipove kvasca koji proizvode
ksilitol (Rafiqul i Mimi Sakinah , 2012).
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Izvor ugljika i dusika, pH vrijednost, temperatura, koncentracija supstrata i aeracija su vazni
parametri koji utjeCu na produktivnost bioprocesa. Koncentracija dostupnog kisika, odnosno
aeracija, utjeCe na aktivnost enzima metabolizma ksiloze (ksiloza reduktaza), a time i na
nakupljanje ksilitola (Azizah, 2019). Kvasci obi¢no imaju $iri raspon tolerancije za pH pa
prema tome podnose raspone od pH 2.5 do 8, odnosno bolje rastu u kiselijim medijima, a ve¢ina
kvasaca raste u temperaturnom rasponu 30 - 38 °C (Jain i Ghosh, 2021). Tamburini i suradnici
(2015) istrazivali su kvasac Candida tropicalis pri temperaturama 29 - 34°C. Zhang i suradnici
2014. godine koristili su rekombinantni soj Kluyveromyces marxianus koji daje visoki prinos
ksilitola pri 42 °C. Temperatura utje¢e na rast mikroorganizama i proizvodnju ksilitola posto
aktivnost enzima vezanih uz transport i metabolizam ksilitola ovise o temperaturi (Umai i sur.,
2022).

3.3. Odabrani primjeri proizvodnje ksilitola na lignoceluloznim sirovinama

Postupci proizvodnje ksilitola medusobno se razlikuju obzirom na supstrat, uvjete
fermentacije, parametre proizvodnje te radne mikroorganizme. Glavni koraci biotehnoloske
proizvodnje su: 1. predtretman lignocelulozne biomase; 2. koncentriranje hidrolizata
hemiceluloze i detoksikacija; 3. biokonverzija ksiloze u ksilitol; 4. proc¢is¢avanje ksilitola.
Nakon §to se predtretmanom odvoji hemiceluloza, potrebno je provesti detoksikaciju kako bi
se smanjile koncentracije nesecernih spojeva koji mogu djelovati inhibicijski. Za ovaj korak
moze se koristiti adsorpcija na aktivni ugljen, nanofiltracija, enzimi, reverzna osmoza ili
biopolimeri. Nakon odabira odgovaraju¢eg radnog mikroorganizma potrebno je uspostaviti
uvjete kojima se dobiva najveci prinos ksilitola. Bitni parametri su pH vrijednost, temperatura,
koncentracija supstrata i aeracija. Zadnji korak proizvodnje ¢ini izolacija i purifikacija ksilitola
iz prevrele hranjive podloge i ovaj korak je ujedno najskuplji u cjelokupnoj proizvodnji. Radi
veceg prinosa moze se koristiti kombinacija razli¢itih metoda procis¢avanja (Queiroz i sur.,
2022).

U Tablici 6 prikazani su neki primjeri istraZivanja proizvodnje ksilitola tijekom duzeg
vremenskog perioda kako bi se mogle usporediti uspjesnosti procesa. Neki od navedenih
mikroorganizama viSe se ne istraZuju jer su se drugi procesi pokazali uspjesnijima.

Proces proizvodnje ksilitola, kojeg su proveli Alves i suradnici (1998), koristi bagasu
Secerne trske koja sadrzi 20 do 35 % hemiceluloze kao sirovinu. Predtretman je obavljen
kiselinskom hidrolizom pomo¢u H2SO. a dobiveni hidrolizat potom je filtriran i koncentriran.

Detoksikacija je provedena promjenom pH sa CaO, potom dodatkom H.SOs i aktivnhog ugljena
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te zatim uklanjanjem taloga putem vakuuma. Kao radni mikroorganizam koristen je kvasac
Candida guilliermondii. Hidrolizat s po¢etnom koncentracijom ksiloze 43-48 g/L koristen je uz
dodatne nutrijente, a fermentacija je provedena u Erlenmeyer-ovim tikvicama pri 30 °C.
Rezultati su pokazali da detosikacija hidrolizata aktivnim ugljenom povecava produktivnost na
¢ak 0,52 g/Lh, dok je najveéi prinos iznosio 0,79 g/g (Alves i sur., 1998).

Nadalje, provedeno je i istrazivanje sa pulpom plodova palme uljarice (engl. oil palm empty
fruit bunch) budu¢i da samo 23 % ploda zavr$ava kao ulje dok ostatak postaje otpadna biomasa.
Kresnowati i suradnici (2016) odludili su iskoristiti ovu ksilozom bogatu biomasu kao sirovinu
u proizvodnji ksilitola. Kao radni mikroorganizam koristen je kvasac Debaryomyces hansenii
dok je sirovina predtretirana enzimskom hidrolizom. Fermentacija je provedena na tresilici pri
temperaturi od 30 °C i semiaerobnim uvjetima. Pocetna koncentracija ksiloze bila je 2 g/L, a
glukoze 1,4 g/L. Rezultati su pokazali da na rad ovog kvasca utje¢u pocetna koncentracija
stanica i pH vrijednost. Kod pH 5 i podetne koncentracije stanica 4-107 postignut je prinos od
0.059 g ksilitola/g ksiloze. Istrazivanje je pokazalo da ovako pripremljena sirovina ne sadrzi
inhibitore kvasca te se moze Koristiti u proizvodnji ksilitola (Kresnowati i sur., 2016).

Bagasa Secerne trske ostatci su Secerne trske dobiveni nakon eckstrakcije soka. Velike
koli¢ine ove biomase koriste se za proizvodnju energije, stocne hrane, papira, enzima i etanola.
Santos i suradnici (2008) odlucili su iskoristiti ovaj bogat izvor ksiloze za proizvodnju ksilitola.
Vlakna bagase Secerne trske iskoriStena su kao materijal za imobilizaciju kvasca Candida
guilliermondii s ciljem razvoja kontinuiranog ili uzastopnog procesa biokonverzije ksilitola.
Bagasa Secerne trske nakon usithjavanja pripremljena je nizom pranja, suSenja i alkalnog
pranja. Nakon uzgoja kvasaca pripremljena je suspenzija visoke koncentracije stanica.
Fermentacija je provedena na tresilici (30 °C / 24 sata). Masa simobliliziranih stanica
odredivana je gravimetrijski. Dobiven je prinos ksilitola od 0.65 g/g te iskoristenje od 70.8 %.
Imobilizacija stanica pokazala se uspjeSnom, $to sugerira moguce recikliranje stanica i
¢injenicu da se postupak moze voditi kontinuirano (Santos i sur., 2008).

Znacajnu sirovinu predstavlja i otpad od proizvodnje kukuruza koja ukljucuje stabljike,
oklaske i komus$inu. Rahayu i suradnici (2022) odluéili su iskoristiti oklaske kukuruza te kvasac
Candida sp. za proizvodnju ksilitola. Kukuruzni oklasci su samljeveni, pomijeSani sa H2SOs,
zagrijani na 121°C te potom ohladeni na sobnu temperaturu. Hidrolizat je neutraliziran S NaOH,
nakon Cega je provedena adsorpcija na aktivhom ugljenu i filtracija. Kultura kvasaca
C.guilliermondii i C.tropicalis pripremljena je na sladnom agaru. Inokulum je pomijesan s
hidrolizatom a fermentacija je provedena na tresilici (30 °C /5 dana), s time da je u jednu od

tikvica dodana glukoza kao kosupstrat. Nesto nizi prinosi u rangu od 4 do 13,48 % posljedica
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su inhibicije konverzije ksiloze u ksilitol zbog nestabilnih uvjeta rasta kvasaca. Primijeceno je
da prilikom fermentacije uz kosupstrat koncentracija ksilitola raste s vremenom trajanja
procesa, dok koncentracija ksiloze raste do treeg dana nakon Cega se pocCinje smanjivati. U
tikvicama bez dodane glukoze koncentracija ksiloze se neprestano smanjivala, no koncentracija
ksilitola se ovdje nakon treCeg dana lagano pocela smanjivati. Razlog smanjenja je sinteza
enzima koji konvertiraju ksilitol. Prisutnost dodane glukoze povecava udio izvora ugljika §to
pozitivno djeluje na rast kvasca. Njen dodatak povecava iskoriStenje ksiloze i u konacnici
proizvodnju ksilitola. Na temelju dobivenih rezultata predlozena je metoda proizvodnje
ksilitola trodnevnom fermentacijom koristenjem kvasca Candida tropicalis sa glukozom kao
kosupstratom (Rahayu i sur., 2022).

Lignocelulozna sirovina koja je prisutna u ve¢im koli¢inama diljem Sredozemlja je
ekstrahirana komina maslina koja ostaje nakon proizvodnje maslinovog ulja. Lopez-Linares i
suradnici (2020) proveli su istrazivanje proizvodnje ksilitola iz hidrolizata ekstrahirane komine
maslina pomo¢u kvasca C. boidinii. Sirovina je tretirana razrijedenom H>SO4 nakon ¢ega je
provedena vakuum-filtracija. Kako bi se smanjile koncentracije inhibitora, provedena je
detoksikacija aktivnim ugljenom ili ionskom izmjenom. Prethodno uzgojeni inokulum kulture
Candida boidinii centrifugiran je te resuspendiran u hranjivom mediju. Fermentacija je
provedena na 30 °C a hidrolizat dobiven kiselom hidrolizom komine iskoriStenih maslina
sadrzavao je Cak 64 % ksiloze. Na kraju eksperimenta postignut je maksimalni prinos ksilitola
od 4,3 g/g. Tijekom fermentacije na sintetickim medijima najve¢a koncentracija ksilitola
postignuta je nakon 48 sati uzgoja. Najvece koncentracije ksilitola i prinos od 0,58 g/g
postignuti su kada glukoza nije bila prisutna Sto znac¢i da glukoza ima negativan efekt na
metabolizam ksilitola kod C. boidinii. Hidrolizat dobiven nakon detoksikacije ionskom
izmjenom daje prinos od 0.43 g/g dok primjenom aktivnog ugljena prinos iznosi 0,36 g/g. U
ovom slucaju ionska izmjena je efikasnija metoda detoksikacije jer uklanja vise inhibicijskih
supstanci, primjerice octenu kiselinu. Na temelju ovog istrazivanja moze se zakljuiti da
hidrolizati ekstrahirane komine maslina mogu biti prikladni mediji za proizvodnju ksilitola
kvascem C. boidinii s time da je obavezno provesti detoksikaciju, a najboljom metodom
pokazala se ionska izmjena dajuc¢i maksimalne prinose ksilitola nakon fermentacije od 0,43 g/g.
Prisutnost glukoze pokazala se negativnom za proizvodnju ksilitola ovim kvascem (Lopez-
Linares i sur., 2020).

Suarez Lizarazo i suradnici (2022) su takoder Koristili bagasu Secerne trske kako bi proizveli
ksilitol. Kao radni mikroorganizam primijenili su modificirani kvasac S. cerevisiae,

transformiran genom koji kodira za ksiloza reduktazu. Predtretman bagase Secerne trske
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sastojao se od eksplozije vodenom parom i enzimske hidrolize enzimskim kompleksom
celulaza-hemicelulaza. Amonijev hidroksid koristen je za podesavanje pH vrijednosti podloge
na 5 pH jedinica. Fermentacija nedetoksiciranog hidrolizata odvijala se pri aerobnim uvjetima
na temperaturi od 30 °C. Ovim istrazivanjem testirani su fermentacijski uvjeti poput povecanja
koncentracije inokuluma i dodaci hranjivoj podlozi baziranojna hidrolizatu nakon cega je
primijenjen elektro-fermentacijski sistem kako bi se procijenio utjecaj elektri¢ne struje na
produkciju ksilitola. Odredena je optimalna pocetna koncentracija inokuluma od 8 g/L koja
omogucuje najbolju produktivnost. Napravljen je i test suplementacije hidrolizata peptonom i
kvascevim ekstraktom bez povecanja koncentracije inokuluma. Nakon 145 satne fermentacije
vidljivo je povecéanje prinosa ksilitola u odnosu na postupak proveden bez dodataka. Time je
dokazano da suplementacija medija omogucuje bolju proizvodnju ksilitola u odnosu na
fermentaciju provedenu samo povecanjem inokuluma. Obavljen je i test primjenjujuci oba
uvjeta. Dobiveni su znatno veci prinosi te produktivnost od 0,123 g/Lh. Takoder su istrazivali
mogucnost elektro-fermentacije kod koje se primijenilo povecanje koncentracije inokuluma,
dodatci hidrolizata i 1 V elektri¢nog napona. U ovom slucaju zabiljezen je nesto nizi prinos
ksilitola zbog aeracijskih uvjeta. Obzirom na kontrolnu fermentaciju bez utjecaja elektri¢ne
struje, vidljivo je poveéanje od 54,8 % u proizvodnji ksilitola. Najvec¢a produktivnost medu
svim postupcima zabiljezena je prilikom kombinacije povecanja inokuluma i suplementacije
hidrolizata. Zaklju¢eno je da se poboljSanje proizvodnje ksilitola moZe posti¢i primjenom
povecanja inokuluma i dodatkom suplemenata. Elektro-fermentacija takoder pozitivno utjece
na proizvodnju, no za bolje rezultate treba pripaziti na aeracijske uvjete (Suarez Lizarazo i sur.,
2022).

Almeida e Silva i sur.(2004) odlucili su primijeniti eukaliptus kao lignoceluloznu sirovinu.
Hidrolizat se mozZe tretirati ionskom izmjenom ili kombinacijom adsorpcije na aktivni ugljen i
podesavanjem pH s ciljem uklanjanja hihroksimetilfurfurala i octene kiseline. U istrazivanju je
koristen kvasac Candida guilliermondii. Dodatnom obradom hidrolizata s aktivnim ugljenom i
podesavanjam pH vrijednosti, dobiven je prinos ksilitola od 0,4 g/g i produktivnost od 0,3 g/Lh.
Prinos ksilitola od 0,66 g/L i produktivnost od 0,5 g/Lh dobivena je primjenom istog tretmana
no pri viSe koncentriranom hidrolizatu. Nakon ionske izmjene dobiven je maksimalni prinos
ksilitola od 0,76 g/g i produktivnost od 0,68 g/Lh. Ovo istrazivanje pokazuje da se
koncentriraniji hidrolizati eukaliptusa te primjena ionske izmjene efektivno mogu Kkoristiti u
proizvodniji ksilitola (Almeida e Silva i sur., 2004).

Rizina slama takoder se moze koristiti kao sirovina u proizvodnji ksilitola. Mussatto 1

Roberto (2011) takoder su proveli fermentaciju hidrolizata rizine slame uz pomo¢ kvasca
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Candida guilliermondii. Sirovina je osuSena i samljevena, nakon ¢ega je uslijedila hidroliza
pomoc¢u H2SO4 (0,1 mol/L) i vakuum koncentriranje. Hidrolizatu je dodatno podesena pH
vrijednosti pomoc¢u NaOH nakon ¢ega je uslijedilo centrifugiranje i adsorpcija na aktivni ugljen
kako bi se uklonili prisutni inhibitori. Fermentacija je provedena na tresilici (30 "C / 96 sati).
Maksimalan prinos od 0,72 g/g i produktivnost od 0,61 g/Lh postignuti su kad je omjer
hidrolizata i aktivnog ugljena prilikom detoksikacije iznosio 40 g/g. Uoceno je da su manje
koli¢ine aktivnog ugljena pokazale pozitivan utjecaj na biokonverziju. Adsorpcija na aktivni
ugljen pokazala se dobrom metodom za uklanjanje inhibitora hidrolizata rizine slame (Mussatto
i Roberto, 2001).

Na temelju podataka prikazanih u Tablici 6, koji sadrZze pokazatelja u¢inkovitosti razli¢itih
bioprocesa za proizvodnju ksilitola vidljivo je da je Candida sp. najvise koriSteni kvasac u
istrazivanjima. Primjenom kvasaca najbolji dobiveni prinosi ksilitola su 0,79 g/g kod bagase i
0,72 g/g kod rizine slame dok plijesni pokazuju znatno manje sposobnosti proizvodnje ksilitola.
Rekombinantno dobivene bakterije poput E.coli i Corynebacterium glutamicum pokazuju

najbolje rezultate sa maksimalnom produktivnos¢u od 1,4 g/Lh i 7,9 g/Lh.
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Tablica 6. Primjeri istraZzivanja proizvodnje ksilitola biotehnoloskim metodama na

lignoceluloznim sirovinama

Radni Sirovina / Predtretman Uvjeti Pokazatelji Referenca
mikroorganizam Supstrat fermentacije ucinkovitosti
Candida Ekstrahirana Aktivni Vi =50 mL Yris = 0,43 g/g Lopez-
boidinii komina ugljen ili 30 °C Linares i
maslina ionska sur. (2020)
izmjena
Candida Bagasa Kiselinska tresilica Yrs=0,79 g/g Alves i sur.
guilliermondii SeCerne trske hidroliza, aerobno Pr=0,52 g/Lh (1998)
aktivni 30 °C
ugljen
Candida Rizina slama Kiselinska tresilica Yes = 0,72 g/g Mussatto i
guilliermondii. hidroliza, aerobno Pr=0,61g/Lh Roberto
aktivni 30°C (2001)
ugljen
Candida Bagasa Alkalna tresilica Yeis = 0,65 g/g Santos i sur.
guilliermondii SeCerne trske hidroliza aerobno (2008)
30°C
Candida sp Oklasci NaOH, tresilica Yp =0,049 — Rahayu i
kukuruza, aktivni aerobno 0,088 g/L sur. (2022)
kosupstrat ugljen 30 °C
glukoza
Debaryomyces Pulpa plodova | Enzimska V=500 mL | Yps =0,59 g/g Kresnowati i
hansenii palme uljarice | hidroliza tresilica sur. (2016)
semiaerobno
30 °C
Sacharomyces Bagasa Eksplozija Vi =50 mL Yp=19,24 g/L Suarez
cerevisiae SeCerne trske parom, aerobno Pr=0,123 g/Lh Lizarazo i
enzimska 30 °C sur. (2022)
hidroliza
Mutanti D-ksiloza, Nije Vk =50 mL ¢ = 2,4 mmol/L Croumpi i
Aspergillus niger | ksilan bukve, navedeno tresilica y=0,365 g/L sur.
pSenicne aerobno (2022)
mekinje 30°C
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Tablica 6. Primjeri istrazivanja proizvodnje ksilitola biotehnoloskim metodama na

lignoceluloznim sirovinama (nastavak)

Radni Sirovina / Supstrat | Predtretman Uvjeti Pokazatelji | Referenca
mikroorganizam fermentacije | u€inkovitosti
Penicillium sp. D-ksiloza Nije V=10 mL Yp=0,14 - Chaves-

navedeno 30 °C 0,52 g/L Alves i
Pr= 0,006 sur.
g/Lh (2003)
Enterobacter D-ksiloza Nije Vi=100mL |Y,=333 Imai i sur.
liquefaciens Kukuruzni sirup navedeno aerobno mg/mL (1973)
30°C
Mutanti bakterije | D-ksiloza Nije Sarzno So = 30g/L Inui i sur.
Corynebacterium navedeno uz limitaciju | Yp, =166g/L | (2009)
glutamicum kisika Pr=79¢d/Lh
Vk =50 mL Yo =20,5¢/L
tresilica Pr=10,85
30° g/Lh
Vu=5L,
Vk=3L Yp =150 g/L
Modificirana o _ § g-arino, Pr=ldgih _
bakierija Hidrolizat kukuruznih | Nije bioreaktor Suisur.
Escherichia coli oklasaka navedeno Vu=151L, (2016)
Vk=8L 172,4 g/L
Sarzno s ksilitola
pritokom nakon 110 h,
supstrata, prosjecna
bioreaktor Pr=1,57 g/Lh
30 °C

Yp — prinos ksilitola [g/L]

Ypis — koeficijent koverzije supstrata u produkt [g ksilitola/g supstrata]
Pr —produktivnost [g ksilitola/Lh]
Vi — korisni volumen

Vu— ukupni volumen

y —masena koncentacija [g/L]

¢ —molarna koncentracija [mol/L]
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3.4. Procis¢avanje i izolacija ksilitola

Fermentirana podloga pored ksilitola sadrzi ostatke biomase, neiskoriStene komponente
hranjive podloge i nusprodukte fermentacijekoje je potrebno ukloniti. Tehnike koriStene za
izolaciju ksilitola ovise o Zeljenoj kvaliteti proizvoda te sastavu fermentirane podloge. Kako bi
se efikasno uklonila prisutna biomasa podloga se centrifugira ili filtrira te se provodi
kristalizacija ksilitola. Takoder, za dodatno izdvajanje zaostalih stanica, proteina, ugljikohidrata
I masti moguce je Koristiti i ultracentrifugu pri ¢emu je potrbeno paziti na moguce zacepljenje
membrane proteinima, $to moze dovesti do tehnoloskih gubitaka (Salam i sur., 2022). Metode
predobrade poput koristenja aktivnog ugljena, podeSavanja pH vrijednosti, ionsko-
izmjenjivackih smola, membranske separacije, kromatografskih metoda, ekstrakcije tekuce-
tekuce i talozenja pokazale su se uspjeSne za separaciju i izolaciju ksilitola (Martinez i sur.,
2015). Na proces membranske separacije, koji se takoder moze koristiti u postupku izdvajanja,
mogu utjecati koncentracija otopine, temperatura, pH vrijednost i vrste necisto¢a (Salam i sur.,
2022).

Moguce je primijeniti i razli¢ite adsorbense koji sluze za uklanjanje necisto¢a koje se vezu
na njihovu povrsSinu. Najées¢i adsorbens je aktivni ugljen. Nadalje, koncentriranje otopine
ksilitola provodi se kako bi se postigla to¢ka zasi¢enja i zapoCeo sam proces kristalizacije, a
ona se moze posti¢i uparavanjem otapala pri odredenoj temperaturi i tlaku. U literaturi su
opisana istrazivanja vakuum-uparavanja pri razli¢itim koncentracijama fermentirane hranjive
podloge i temperaturama. Membranska destilacija temelji se na prolazu plinovitih tvari kroz
pore membrane, a moze posluziti za uklanjanje octene kiseline i jos nekih spojeva (Salam i sur.,

2022). Slika 7. shematski prikazuje primjenu navedenih tehnika proc¢is¢avanja ksilitola.
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Slika 8. Pojednostavljeni prikaz proc¢is¢avanja ksilitola (Rafqul i Mimi Sakinah, 2013)
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4. Zakljucci

1.

Ksilitol je poliol visoke ekonomske vrijednosti koji ima najznacajniju ulogu kao sladilo
za kojim postoji povcéana potraznja.

Industrijski se ksilitol do sada proizvodio kemijskim postupkom koji je ekonomski i
ekoloski nepovoljan. Medutim kao alternativa se razvijaju biotehnoloski postupci koji
omogucavaju biokonverziju ksiloze u ksilitol primjenom mikroorganizama, pri ¢emu se
koriste lignocelulozne sirovine.

Zbog kompleksne kemijske strukture, lignoceluloza se prije same fermentacije mora
obraditi odgovaraju¢im metodama kako bi se iz nje dobili fermentabilni Seceri. U svrhu
poboljsanja ucinkovitosti i produktivnosti bioprocesa provedenog na dobivenom
hidrolizatu, potrebno je ukloniti inhibitore koji nastaju tijekom predtretmana.

Prema dostupnoj literaturi, najce$ée se za istrazivanje proizvodnje ksilitola koriste kvasci
roda Candida i modificirani kvasci vrste Saccharomyces cerevisiae. Neki modificirani
sojevi bakterija Escherichiacoli i Corynebacterium glutamicum takoder su pokazali
zanimljive rezultate.

U svrhu daljne optimizacije i povecanja pokazatelja uspjesnosti bioprocesa, potrebno je

provesti dodatna istrazivanja.
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