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NpoAyKIHja aHTHUOMOTHKa a3anomuimHa B momohy Oaktepuje S.
hygroscopicus CH-7 y3 nopatak jepuBara u3aTHHA Kao U3BOp a30Ta,
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BBM —,,Bold’s Basal Medium” hranljiva podloga
Cmax — Maksimalna koncentracija
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DHK - Dokozaheksaenoinska kiselina

EPA - Eikozapentenska kiselina

MRS — ,,de Man, Rogosa, Sharpe” hranljiva podloga
OD — ,,Optical density” (opti¢ka gustina)

OSP — Osnovna podloga sa sojom

PHA - polihidroksialkanoat

PHB - poli-3-hidroksibutirat

gp — specifi¢na brzina stvaranja proizvoda (mg/g/d)
SBM — Suva biomasa

Xmax — Maksimalna koncentracija biomase

YpisMK — Prinos mle¢ne kiseline po jedinici utroSenog supstrata (mg/ml/d)
Yrix— Prinos proizvoda po jedinici biomase (mg/g)
Agluk — Promena koncentracije glukoze (mg/ml)

Aglic — Promena koncentracije glicerola (mg/ml)

1,3 PD - 1,3-propandiol
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1. Uvod

U danasnje vreme sa razvojem industrije, novih tehnologija i maSina, kao i porastom
potrebe za transportom, drasti¢no su povecane potrebe za energijom. Najcesce se koristi energija
fosilnih goriva, kao §to su benzin i dizel gorivo, dobijeni iz nafte, Cije su rezerve sve manje.
Pored toga, ogromna upotreba ovih goriva je dovela do globalnog ekoloskog poremecaja.
Negativni rezultati dugogodiS$nje upotrebe fosilnih goriva doveli su do potrebe za hitnim
iznalazenjem ekoloskih i neiscrpnih bioobnovljivih goriva. Trenutno, najviSe proucavana i
najperspektivnija biogoriva su: biodizel, biogas i etanol.

Biodizel privla¢i sve viSe paznje poslednjih godina, pa se kapaciteti za njegovu
proizvodnju stalno razvijaju, unapreduju i uvecavaju. On i etanol predstavljaju dva najvaznija i
najbolje proucena alternativna bioobnovljiva goriva ¢ijom se primenom nastoji efikasno smanjiti
globalnu zavisnost od fosilnih goriva i emisiju gasova koji izazivaju efekat staklene baste.

Biodizel se moze proizvoditi od obnovljivih izvora, kao $to su: biljna ulja, Zivotinjske
masti, ulja algi i sirova i kori$¢ena ulja i masti. Kao sporedni proizvod proizvodnje biodizela
dobija se glicerol (1 deo glicerola na 9 delova biodizela). Svetska proizvodnja biodizela u 2016
godini belezi porast za 42 % u odnosu na prethodnu godinu, odnosno proizvedeno je oko 140
milijardi litara biodizela, pri ¢emu je dobijeno priblizno 15 milijardi litara otpadnog glicerola
(Garlapati i sar., 2016). Predvideno je, takode, da ¢e 2020 godine globalna proizvodnja biodizela
dosti¢i skoro 190 - 200 milijardi litara (Garlapati i sar., 2016; Nanda i sar., 2014).

Sa znatnim povecanjem industrijske proizvodnje biodizela Sirom sveta, stvorene su
ogromne zalihe glicerola, pa su cene Cistog i otpadnog glicerola na svetskom trzistu u znatnom
padu (Nanda i sar., 2014). Sirovi, odnosno otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela sadrzi 15-80
% glicerola (Nanda i sar., 2014; Thompson i He, 2006;Yang i sar., 2012) i mnoge necistoce, kao
Sto su zaostali katalizator, metanol, voda, sapuni, slobodne masne kiseline, soli i estri formirani
tokom reakcije, a Sto zavisi 0d, pre svega, osnovne sirovine i na¢ina dobijanja biodizela.
Precis¢avanje glicerola je veoma zahtevan i skup proces, pa se tezi njegovom iskoris¢enju u

onakvom stanju u kakvom je dobijen.



Dakle, razvoj odrzivih procesa iskori§¢enja otpadnog glicerola je imperativ i ima
znacajan uticaj na ekonomicnost proizvodnje biodizela (Yang i sar., 2012). Dok je Cist glicerol
znacajna komercijalna sirovina sa Sirokom primenom u farmaceutskoj, kozmetic¢koj, hemijskoj i
prehrambenoj industriji, otpadni glicerol predstavlja potencijalnu znacajnu sirovinu za neke nove
procese (da Silva i sar., 2009a; Garlapati i sar., 2016; Konstantinovi¢ i sar., 2016; Nanda i sar.,
2014; Tan i sar., 2013). Jedna od mogu¢nosti primene je njegovo koris¢enje kao izvora ugljenika
u hranljivim podlogama za gajenje mikroorganizama u industrijskim fermentacijama u kojima se
dobijaju komercijalno znacajni proizvodi.

Lako dostupni 1 jeftini izvori ugljenika, kao glukoza, ograni¢avaju upotrebu glicerola kao
nutrijenta u fermentacijama. Glukoza je i dalje visoko konkurentna glicerolu kao sirovine za
industrijske fermentacije. Veliki visak glicerola iz proizvodnje biodizela moze uciniti bioprocese
sa glukozom kao sirovinom znatno skupljim u odnosu na bioprocese sa glicerolom kao izvorom
ugljenika i energije.

Glicerol ima ve¢i stepen redukcije u odnosu na druge Secere, a takode je jeftiniji 1 lakSe
dostupan. Osim toga, iskoris§¢enje otpadnog glicerola ublazava ugljeni¢nu kataboli¢ku represiju
koja je prisutna kod iskoris¢enja glukoze. U slicaju ugljeni¢ne katabolicke represije, prisustvo
brzo metaboliSu¢ih izvora ugljenika, kao $to je glukoza, inhibira ekspresiju kodiranih genskih
proteina neophodnih za iskoriséenje alternativnih izvora ugljenika, kao $to su glicerol i laktoza
(da Silva i sar., 2009a).

Veliki broj mikroorganizama moze metabolisati glicerol aerobno, dok je mali broj onih
koji to mogu ¢initi anaerobno. Mnogi mikroorganizmi, kao §to su bakterije Echerichia coli,
bakterije roda Klebsiella, Enterobacter, Gluconobacter i Clostridium, kvasci roda Candida,
plesni roda Aspergillus i drugi, mogu uspesno konvertovati glicerol u vredne proizvode
(Garlapati i sar., 2016; Wilkens i sar., 2012; Zhang i sar., 2010; Zhao i sar., 2006).

Sprovedena su mnoga istraZivanja bazirana na biokonverziji glicerola u cilju povecanja
prinosa vrednih proizvoda, kao Sto su: 1,3-propandiol, mlecna i limunsaka kiselina, n-butanol,
etanol, polinezasi¢ene masne kiseline 1 drugi (Yang i sar., 2012). Genetskim inZenjeringom se
mogu unaprediti sojevi mikroorganizama koji imaju sposobnost konverzije glicerola u vredne
proizvode u smislu povecanja prinosa proizvoda (Doi, 2015; Jansen i sar., 2012a; Zhao i sar.,
2006).



Bakterije roda Streptomyces, kao i veéina aktinomiceta, imaju sposobnost kori$¢enja
glicerola kao izvora ugljenika. Bakterija Steptomyces hygroscopicus podjednako dobro raste i
produkuje antibiotike na podlogama sa glicerolom ili glukozom (Ili¢ i sar., 2010b). Neki
izolovani sojevi ove bakterije proizvode antibiotske supstance koje deluju inhibitorno na Gram
pozitivne bakterije, kvasce i gljive (Gesheva i sar., 2005).

Pored izvora ugljenika u supstratu, znacajan uticaj na rast i produktivnost (biosintezu
antibiotika) ima i izvor azota (aminokiseline, neorganske soli, organske supstance) (Ili¢ i sar.,
2013). Istrazivanja sa sojem S. hygroscopicus CH-7 su pokazala da derivati izatina, odnosno
Schiff-ove baze, kao izvor azota, imaju stimulativno dejstvo na rast i produkciju antibiotika (Ili¢
i sar., 2010a). Derivati izatina poseduju razli¢ite bioloske aktivnosti, kao $to su antimikrobna,
antivirusna, antikancerogena i anti-HIV (Konstantinovic¢ i sar., 2008).

Nove tehnologije koje ukljucuju put konverzije glicerola do industrijski znacajnih
proizvoda mogu brzo izmeniti trziSni scenario biogoriva. Umesto da ga posmatraju kao otpad,
S§to je ¢injeno ranije, proizvodaci biogoriva uvidaju da je otpadni glicerol vredan resurs za
proizvodne procese. Ovo bi moglo da promeni situaciju na trziStu grana industrije koje u
potpunosti zavise od proizvodnje glicerola i usmeri ih ka snabdevanju glicerolom iz industrije
biogoriva. U poredenju sa konvencionalnom Kkatalizom, biokonverzija glicerola je manje
proucavana oblast. Mnoge od postoje¢ih tehnologija biokonverije glicerola su jo§ uvek
nedovoljno ispitane 1 treba ih unapredivati kako bi bile isplative 1 operativno izvodljive za
primenu u industriji.

Glicerol ima potencijal da postane jedan od najjeftinijih prirodnih supstrata
mikrobioloske konverzije u industrijski znacajne metabolite. Potraznja za glicerolom i njegova
cena mogu znacajno porasti ukoliko dode do iznalazenja 1 potvrdivanja mogucénosti njegove

mikrobioloske konverzije 1 upotrebe u industrijskim fermentacijama.



U okviru ove disertacije proucavana je moguénost mikrobioloskog iskoris¢enja otpadnog

glicerola dobijenog kao sporednog proizvoda u proizvodnji biodizela od suncokretovog i

repi¢inog ulja, i to moguénost gajenja na laboratorijskom nivou:

mle¢nokiselinske bakterije Enterococcus faecalis MK3-10A za dobijanja mlec¢ne
kiseline,

bakterije S. hygroscopicus CH-7 na podlozi sa glicerolom kao izvorom ugljenika u
cilju dobijanja i povecanja prinosa antibiotika, pri ¢emu je pracen i uticaj nekih
derivata izatina sintetisanih u otpadnom glicerolu iz proizvodnje biodizela, kao
izvora azota, na rast mikroorganizma i glicerola i

jednocelijskih algi izolovanih iz slatkovodnih bara radi dobijanja ulja.

Zbog poredenja, pored otpadnog glicerola i derivata izatina, koris¢eni su ,,¢ist™ glicerol i

glukoza, kao izvor ugljenika i energije, i konvencionalni izvori azota. Predmet mikrobioloskih

istrazivanja obuhvata pracenje kinetike promene biomase mikroorganizama, potro$nje izvora

ugljenika i produkcije metabolita (antibiotika bakterije S. hygroscopicus CH-7, mle¢ne kiseline
bakterije E. faecalis MK3-10A i ulja algi).

Na osnovu analize rezultata dosadasnjih i planiranih istrazivanja, ciljevi ove doktorske

disertacije su sledeci:

procena mogucnosti mikrobioloskog iskoris¢enja otpadnog glicerola iz proizvodnje
biodizela za dobijanje znacajnih metabilita, 1 to mlecne kiseline pomocu bakterije E.
faecalis MK3-10A, antibiotika (heksaen H-85 i azalomicin B) pomocu bakterije S.
hygroscopicus CH-7 i ulja pomoc¢u jednocelijskih algi izolovanih iz slatkovodnih
bara,

razvoj procesa fermentacija radi iznalaZzenja novih moguénosti potrosnje otpadnog
glicerola iz proizvodnje biodizela,

utvrdivanje uticaja nekonvencijalnih izvora azota, kao §to su izatinske Schiff-ove
baze na potrosnju otpadnog glicerola i produkciju sekundarnih metabolita bakterije

S. hygroscopicus CH-7,



poredenje efikasnosti mikrobioloskog procesa produkcije antibiotika koris¢enjem
otpadnog glicerola i nekonvencionalnih izvora azota sa procesom u kojem se koriste
konvencionalni izvori ugljenika i azota i

poredenje efikasnosti proucavanih mikrobioloskih procesa sa bakterijom S.
hygroscopicus CH-7 i mle¢nokiselinskom bakterijom E. faecalis MK3-10A u
kojima je kori$¢en otpadni glicerol i procesa u kojima su kori$¢eni konvencionalni
izvori ugljenika (Cist glicerol 1 glukoza), kao i mikrobioloskih procesa sa izolovanim
jednocelijskim algama u kojima je koris¢en otpadni glicerol kao izvor ugljenika sa

procesima u kojima nije koris¢en izvor ugljenika.



2. Teorijski deo

2.1 Biodizel i sirovine za dobijanje

Potrosnja fosilnih goriva ima izrazito negativan uticaj na zivotnu sredinu i moze izazvati
ogromne probleme svetskoj populaciji. Usled intenzivnog povecanja potroSnje energije, javila se
potreba za pronalazenjem novih izvora energije koji zadovoljavaju postojeée kriterijume vezane
za obnovljivost, ekologiju i pouzdanost koris¢enja. Jedan od kljuénih faktora buducih razvojnih
strategija za reSavanje energetske krize su obnovljivi izvori energije. Vec¢ina zemalja Evropske
unije, kao i veéina zemalja u razvoju pokrenule su, poslednjih decenija, primenu obnovljivih
izvora energije, medu kojima znacajno mesto zauzima biodizel (Gerpen, 2005).

Biodizel je smeSa metil-estara viSih masnih kiselina, koji nastaju iz triacilglicerola ili
slobodnih masnih kiselina iz ulja ili masti biljnog i zivotinjskog porekla i metanola ili etanola u
reakcijama transesterifikacije i esterifikacije, redom i koja ispunjava specifikacije standarada za
biodizel (Knothe, 2005). Pouzdanost, odnosno kvalitet biodizel goriva je zagarantovana
standardom EN 14214 (Furman i sar., 2002). Biodizel, kao obnovljivo te¢no biogorivo, u
potpunosti moZe zameniti fosilno dizel gorivo za motore sa unutraSnjim sagorevanjem i moze se
biodizela kao obnovljivog goriva je =znatno smanjenje emisije ugljenik(IV)-oksida,
suspendovanih Cestica i ugljenik(I)-oksida (Knothe, 2005). Biodizel ima ¢itav niz prednosti u
odnosu na fosilni dizel:

- biorazgradiv je (Mustapi¢ i sar., 2006),

- zatvara krug emisije i utroska ugljenik(IV)-oksida (Randal 1999),

- ne sadrzi sumpor (Randal 1999),

- sadrzi oksidanate koji poboljSavaju procese sagorevanja i smanjuju emisiju
ugljenik(II)-oksida (Aydin i Bayindir,2010; Ozsezen i Canakci, 2010),

- sadrzaj benzena u produktima sagorevanja biodizel goriva je manji od 10 pg/m®

(Randal 1999),



- emisija koksnih Cestica (Cadi) je za 40 % manja nego kod fosilnog dizela (Randal
1999) i

- pogodan je za rukovanje i ¢uvanje zbog visoke tacke paljenja (150°C) (Mustapi¢ i
sar., 2006).

U proizvodnji biodizela najznacajniji proces je transesterifikacija izvora triacilglicerola,
najéeS¢e rafinisanog biljnog ulja. Sirovo ulje se iz semena uljarica dobija cedenjem
(presovanjem), ekstrakcijom ili kombinovanjem ova dva procesa. Da bi se lakSe izvrSilo cedenje
ulja, zrno je neophodno ocististi, oljustiti (suncokret i soja), a potom samleti i kondicionirati
(vlaZenjem i prZzenjem) (Mustapi¢ i sar., 2006).

U svetu se koriste razli¢ite sirovine za proizvodnju biodizela. Tu prednjace jestiva ulja
dobijena cedenjem veceg broja uljarica. Zbog visoke cene 1 nedostatka sirovina za proizvodnju
biodizela Sirom sveta se intenzivno vrSe istrazivanja koja treba da ukazu na moguénost
proizvodnje biodizela od nejestivih ulja (Bankovi¢-1li¢ 1 sar., 2012), zivotinjskih masti
(Bankovi¢-Ili¢ i sar., 2014), otpadnih kuhinjskih ulja, ulja koja proizvode alge i bakterije, otpada
od prerade hrane i raznog gradskog otpada (Kulkarni i sar., 2006; Lam i sar., 2010).

2.1.1 Glicerol kao sporedni proizvod u proizvodnji biodizela

Glicerol predstavlja znacajan nusproizvod u proizvodnji biodizela transesterifikacijom, u
proizvodnji sapuna sapunifikacijom, odnosno u reakciji hidrolize. Zbog znatnog porasta
proizvodnje biodizela, poslednjih nekoliko godina se javilo vece interesovanje za preciS¢avanje i
konverziju glicerola u neke vredne proizvode.

Glicerol ima mnogostruku upotrebu u farmaceutskoj, kozmeti¢koj 1 prehrambenoj
industriji. Moze se dobiti kao nusproizvod u reakcijama saponifikacije 1 hidrolize u
postrojenjima za preradu ulja, kao i postrojenjima za dobijanje biodizela transesterifikacijom
(Ueoka i Katayama, 2001). Ovako dobijen glicerol u sirovoj formi sadrzi mnoge necistoe u
zavisnosti od procesa i materijala od kojeg je dobijen, pa se zato posmatra kao sirovi materijal
(Amin i sar., 2010; Ueoka i Katayama, 2001).



Pored glicerola, otpadni glicerol dobijen proizvodnjom biodizela sadrzi vodu, organske i
neorganske soli, sapun, alkohol, tragove glicerida, kao i bojene materije (Hajek i Skopal, 2010),
dok otpadni glicerol dobijen u reakciji hidrolize sadrzi glicerol, vodu, slobodne masne kiseline,
neizreagovane triacilglicerole, organske i neorganske soli i druge organske neglicerolske
materije (Ueoka i Katayama, 2001). Saponifikacionim reakcijama se dobija otpadni glicerol koji
sadrzi 1 masne kiseline i soli (Ooi i sar, 2001). Otpadni glicerol je proizvod niske cene zbog male
CistoCe, §to ograniCava njegovu primenu Kao sirovine za neke industrijske procese. Razvoj
procesa konverzije otpadnog glicerola u neke druge vredne proizvode se temeljno istrazuje, pri
¢emu mnoge tehnike nisu Siroko prihvacéene.

Cist glicerol se moze prodati kao roba jer je neophodan kao industrijska sirovina posebno
u nekim granama hemijske industrije. Zbog toga, da bi se proizveo glicerol visoke cistoce,
neophodan je razvoj metoda preciS¢avanja (Manosak i Limpattayanate, 2001). Trenutno je
razvijen veliki broj tehnika precis¢avanja otpadnog glicerola, kao $to su: konvencionalna
filtracija, mikrofiltracija i ultrafiltracija koriS¢enjem membrana organskih polimera, obi¢na
destilacija, vakuum destilacija, hemijski i fizi¢ki tretmani, jonoizmenjivacke tehnike i adsorpcija.
Kombinacija dve ili viSe tehnika pre¢iS¢avanja vodi ka postizanju vece Cistoce glicerola (Isahak 1

sar, 2010).

2.1.2 Fizi¢ka i hemijska svojstva glicerola

Glicerol je organsko jedinjenje hemijske formule C3HgO3 koje se sre¢e i pod nazivima
glicerin, propan-1,2,3-triol, 1,2,3-propantriol, 1,2,3-trihidroksipropan, gliceritol i glicil alkohol.
Glicerol je trohidroksilni alkohol koji se mozZe dobiti iz prirodnih 1 petrohemijskih sirovina
(Shawn, 2008). Potpuno je netoksi¢an za ljude i zivotnu sredinu. Fizi¢ki, glicerol je bistra,
bezbojna, bez mirisa, higroskopna, viskozna tecnost slatkastog ukusa. Tacka kljucanja, tacka
topljenja i tacka paljenja glicerola iznose 290 °C, 18 °C i 177 °C, redom (Speight, 2002). Pod
normalnim uslovima, glicerol ima molekulsku masu od 92,09 g/mol, gustinu 1261 kg/m? i

viskozitet 1,5 Pa-s (Mario i Michele, 2010).



U tabeli 2.1, date su fizicke karakteristike glicerola pod normalnim 1 drugim uslovima.
Prostorne intermolekulske vodoni¢ne veze su odgovorne za visok viskozitet i tacku kljucanja
glicerola. Glicerol se ne menja u kontaktu sa vazduhom, ali apsorbuje vlagu iz vazduha (Mario i
Michele, 2010). Tri hidroksilne grupe glicerola su odgovorne za njegovu rastvorljivost. Potpuno
je rastvoran u vodi i alkoholima, slabo rastvoran u etru i dioksanu, a nerastvoran u
ugljovodonicima (Mario i Michele, 2010). Zbog prisustva hidroksilne grupe, dobar je rastvarac
za mnoge supstance, kao Sto su jod, brom i fenol. Hemijski je stabilan u normalnim uslovima
skladiStenja i1 rukovanja, ali ipak moze postati eksplozivan kada je u kontaktu sa jakim
oksidacionim sredstvima, kao §to je kalijum-hlorat. Zbog prisustva alkoholnih grupa koje se
mogu menjati drugim hemijskim grupama, glicerol je reaktivan i moZe ucestvovati u brojnim
reakcijama. Osim toga, podleze raznim reakcijama formiranja derivata, kao Sto su etri, estri,
amini i aldehidi.

Tabela 2.1 Fizicka svojstva glicerola (Knothe, 2005)

Osobina Vrednost
Tacka topljenja (°C) 18,17
Tacka kljucanja (°C)
0,53 kPa 14,9
1,33 kPa 166,1
13,33 kPa 22,4
101,3 kPa 290
Gustina, 25°C 1,2620
Napon pare (Pa)
50 °C 0,33
100 °C 526
150 °C 573
200 °C 6100
Povrsinski napon (20 °C, mN/m) 63,4
Viskozitet (20 °C, mPas) 1499
Toplota isparavanja (J/mol)
55°C 88,12
95°C 76,02
Toplota formiranja (kJ/mol) 5,778
Koeficijent toplotne provodljivosti 0,28
[Wi(mK)]
Tacka paljenja
Cleveland-ov otvoreni sud (°C) 177
Pensky-Martines-ov zatvoreni sud (°C) 199
Tacka paljenja (°C) 204




2.2 Dobijanje glicerola

2.2.1 Reakcije transesterifikacije

Glicerol se moze dobiti transesterifikacijom triacilglicerola iz masti i ulja u proizvodnji
biodizela. Transesterifikacija je hemijska reakcija u kojoj masti i ulja (tj. triacilgliceroli) reaguju
sa alkoholom (metanol ili etanol) u visku uz odgovaraju¢e uslove, kao $to su povisSena
temperatura, pritisak ili prisustvo hemijskog ili enzimskog katalizatora, pri ¢emu nastaju alkil
estri masnih kiselina i glicerol kao nusproizvod (slika 2.1).

Reakcije transesterifikacije se mogu izvesti u Sarznom ili kontinualnom procesu. Tokom
odvijanja reakcije transesterifikacije dolazi do formiranja dve faze koje su bogate biodizelom
(povrsinski sloj), odnosno glicerolom (donji sloj), zbog razlika u njihovoj gustini i polaritetu
(Hasheminejad i sar., 2011; Sdrula, 2010). Proizvodnjom 100 kg biodizela, dobija se priblizno 10
kg necistog, otpadnog odnosno otpadnog glicerola Cisto¢e 50-55 % (Ooi i sar., 2001). Glicerol
dobijen procesom transesterifikacije ima veci sadrzaj soli i viska alkohola. Danas je proizvodnja
biodizela transesterifikacijom masti i ulja postala glavni izvor dobijanja glicerola. Medutim,
drastican porast industrije biodizela izazvao je pojavu viska glicerola, Sto je rezultiralo
smanjenjem cene glicerola (Lopez i sar., 2009).

Sirovine koje sadrze ulja ili masti (tj. triacilglicerole i slobodne masne kiseline) mogu se
koristiti za proizvodnju biodizela. TroSkovi sirovine predstavljaju 75 % od ukupne cene
proizvodnje biodizela, tako da je izbor sirovine jako vaZzan za snizenje cene biodizela (Ahmad i
sar., 2011). Generalno, sirovine za biodizel se mogu svrstati u tri grupe: prve, druge i trece
generacije, kao $to je dato u tabeli 2.2 (Tan i Abdul Aziz, 2013). Medutim, nezavisno od vrste
sirovine koriS¢ene za proizvodnju biodizela, procesom homogeno ili heterogeno katalizovane

transesterifikacije, glicerol ¢e se dobiti kao glavni nusproizvod.
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CH> — OCOR, CH; — 0 —COR, CH:—OH

| NaOH |
CH—0OCOR; + 3 CH;0OH — CH;—0—COR, + CH-—OH
| ili (KOH) |
CH; — OCOR; Katalizator CH: —0—COR;: CH:—0OH
Triacilglicerol Metanol Biodizel Glicerol

Slika 2.1 Sematski prikaz dobijanja biodizela transesterifikacijom ulja ili masti
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Tabela 2.2 Aktuelne sirovine za proizvodnju biodizela

Sirovina

Tip

Napomena

Prva generacija

Druga generacija

Treca generacija

Palmino ulje (Singh i Singh, 2009)

Repicino ulje (Lang i sar., 2001; Singh i Singh,
2009)

Sojino ulje (Alcantara i sar., 2000; Haas, 2005)
Suncokretovo ulje (Antolin i sar., 2002; Lang i
sar., 2001)

Kikiriki ulje (Singh i Singh, 2009)

Ulje jatrofe (Aransiola, 2013; Kumar i sar., 2012)
Morski mango (Kansedo i sar., 2009)

Ulje semena duvana (Usta, 2005; Veljkovi¢ i sar.,
2006)

Ulje lososa (Reyes i Sepu'lveda, 2006)

Otpadna jestiva ulja (Singh i Singh, 2009)

Loj (Alcantara i sar., 2000 )

Mikroalge (Ahmad i sar.,2011; Moazami i sar.,
2012; Chisti, 2007; Moazami i sar., 2011)

Poznata kao jestiva sirovina (Ahmad i sar.,2011)

Ovo ulje ima ogranicenja zbog izazivanja konkurencije na trzistu jestivih ulja (Kansedo i sar., 2009)

Visok uticaj natrziStu hrane i bezbednost (Brennan i Owende, 2010 )
Negativan uticaj nazivotnu sredinu zbog velikih povr$ina zemlje koja mora biti zauzeta za useve

biodizela (Ahmad i sar.,2011)

Smanjuje konkurenciju sa jestivim sirovinama (Wang Y. i sar., 2009)

Ekoloski prihvatljiv zbog manjeg zahteva za obradivom povrs$inom (Pinzi i sar., 2009)

Los ucinak na niskim temperaturama (Ahmad i sar.,2011)

Upotreba zivotinjskih masti dovodi do pitanja bioloSke bezbednosti zbog moguénosti upotrebe

zarazenih Zivotinja (Janaun i Ellis, 2010)

Brza reprodukcija zbog jednostavnosti gajenja (Chisti, 2007)

Ekonomican, obnovljiv i ugljeni¢no neutralan izvor biogoriva (Moazami i sar., 2012 )
Povecana efektivnost troskova (Ahmad i sar.,2011)

Ekoloski prihvatljive kako ne stvaraju konkurenciju za poljoprivredne useve i imaju sposobnost
vezivanja ugljenik(IV)-oksida iz atmosfere (Danquah i sar., 2009)

Produkuju vredne nusproizvode kao §to su biopolimeri i proteini (Rodolfi i sar., 2009 )
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2.2.2 Kiselo katalizovana transesterifikacija

Reakcija transesterifikacije moze biti katalizovana bazama, kiselinama ili enzimima.
Proces kiselo katalizovane transesterifikacije je pogodniji kada se koriste otpadna ili nerafinisana
ulja, ali se ne primenjuje kao bazno katalizovana transesterifikacija zbog sporijeg odvijanja
reakcije i neophodnosti visokog molskog odnosa metanola i ulja (Soriano i sar., 2009).

Reakcija kiselo katalizovane transesterifikacije se moze izvesti u homogenom i u
heterogenom sistemu. Kao kiseli homogeni katalizatori, primenjuju se mineralne kiseline, poput
sumporne, fosforne, hlorovodoni¢ne i drugih. Njihova aktivnost je zna¢ajno manja u 0odnosu na
bazne homogene Kkatalizatore. Pored toga, kiseli homogeni katalizatori su vrlo korozivni i
zahtevaju upotrebu aparature izradenu od skupih materijala.

Zbog ovih nedostataka, kiseli katalizatori se mnogo manje primenjuju. Medutim, u
poslednje vreme se pojavilo interesovanje za ove katalizatore zbog toga $to na njih ne utice
prisustvo slobodnih masnih kiselina u sirovini za dobijanje biodizela. (Encinar i sar., 2011; Koh
i Mohd, 2011; Saravanan i sar., 2010). Tokom procesa homogene kisele transesterifikacije,
triacilgliceroli se konvertuju u alkil estre masnih kiselina (biodizel) i glicerol. Reakcija se odvija
sporo 1 zahteva viSu temperaturu za odvijanje.

S druge strane, veliki broj istrazivaca je proucavao uticaj heterogenih (¢vrstih) Kiselih
katalizatora za dobijanje biodizela (Bournay i sar., 2005). Pretpostavljalo se da c¢vrsti kiseli
katalizatori imaju veliki potencijal da zamene te€ne zbog njihove neosetljivosti na slobodne
masne kiseline, zbog lakSeg razdvajanja od reakcionog medijuma, kao i smanjenja problema
korozije. Heterogena kiselo katalizovana transesterifikacija se moZe izvoditi uz pomo¢ gvozde-
cink cijanida, cirkonijum oksida, kombinovanih oksida magnezijum-cirkonijum ili cink-
cirkonijum, titanijum oksida i drugih (Bournay i sar., 2005; Kim i sar., 2011a; Soriano i sar.,
2009; Sree i sar., 2009). Glicerol dobijen heterogenom kiselo katalizovanom esterifikacijom

moze biti znatno vise Cistoce, ¢ak do 98 % (Bournay i sar., 2005).
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2.2.3 Bazno katalizovana transesterifikacija

Bazna kataliza se najceS¢e primenjuje zbog velike aktivnosti baznih katalizatora. Njihova
dodatna prednost je manja korozovnost u odnosu na kisele, pa samim tim zahtevaju jeftiniju
opremu. Kao bazni homogeni katalizatori, koriste se alkalni hidroksidi (NaOH, KOH) (Hara
2009; Koh i Mohd, 2011; Zabeti i sar., 2009), alkoksidi (NaOCH3 KOCHs, NaOC:Hs) i
karbonati (da Silva i sar., 2006, 2009b; Meneghetti i sar., 2006). Baznu homogenu katalizu
odlikuje velika brzina reakcije i visok prinos biodizela.

U industrijskim uslovima, danas se naj¢e$¢e koriste natrijum i kalijum hidroksid
(Atadashi i sar., 2013), dok alkoksidi daju bolje rezultate (Ganesan i sar., 2009). Medutim, cena i
problemi pri rukovanju ¢ini alkokside manje isplativim. Alkalni metali i alkoksidi su pozeljni
katalizatori zbog skrac¢ivanja vremena potrebnog za odvijanje reakcije, povecanja prinosa i zbog
niske koncentracije u kojoj se koriste (Schuchardt i sar., 1998). Kao heterogeni bazni katalizatori
se najceSce koriste kombinovani oksidi (Ca-Mg, Mg-Al, Mg-La, Ca-Mn, Ca-Zn) (Babu i sar.,
2008; Dias i sar., 2012,2013; Liu i sar., 2007; Taufig-Yap i sar., 2011; Vyas i sar., 2009),
kombinovani oksidi i hidroksidi (CaO-KOH, MgO-KOH, Al>03-KOH) (Mutreja i sar., 2011,
Huong i sar., 2011), nanokristalni oksidi (CaO) (Reddy i sar., 2006) i drugi. Kod heterogene
bazne katalize, prednost je i jednostavnije odvajanje katalizatora od proizvoda nakon zavrSene
reakcije, kao 1 moguénost ponovnog koriS¢enja katalizatora (Lam i sar. 2010).

Da bi se obezbedila potpuna konverzija sirovine u estre, koli¢ina alkohola mora biti u
viSku. Glicerolna frakcija sadrzi znatno vecu koli¢inu metanola od estarske, ¢ije uklanjanje je
neophodno. Pri bazno katalizovanoj transesterifikaciji, triacilgliceroli i alkohol moraju biti
anhidrovani jer prisustvo vode dovodi do stvaranja sapuna. Saponifikacija smanjuje prinos estara
1 oteZava separaciju estara 1 glicerola.

Takode, prisustvo vode, naroCito na viS§im temperaturama moze dovesti do hidrolize
triacilglicerola do diacilglicerola i formiranja slobodnih masnih kiselina. Slobodne masne
kiseline mogu reagovati sa alkalnim katalizatorom prevode¢i ga u formu sapuna i Cine¢i ga

nepogodnim za ubrzavanje reakcije transesterifikacije.
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Nakon odstranjivanja metanola, vrsi se neutralizacija zaostalog katalizatora i ispiranje i
dehidratacija biodizela. Pre upotrebe u dizel motorima, neophodno je izvrsiti kontrolu kvaliteta
dobijenog biogoriva. Glicerol se nakon separacije, takode, podvrgava neutralizaciji katalizatora i
odvajanju metanola (Demirbas, 2008).

2.2.4 Enzimski katalizovana transesterifikacija

Primena enzimske katalize za dobijanje biodizela je trenutno predmet Sirokog
interesovanja i1 proucavanja. Poznato je da lipaze Kkatalizuju reakcije transesterifikacije,
esterifikacije i hidrolize, pa se mogu primeniti i za dobijanje biodizela (Tongboriboon i sar.,
2010). Lipaze imaju visoku kataliticku aktivnost i u sredinama sa niskim sadrzajem vode.
Prednosti upotrebe lipaza su istovremena kataliza (alkoholiza triacilglicerola i esterifikacija
slobodnih masnih kiselina), jednostavno nastajanje glicerola, mogucnost upotrebe sirovina sa
visokim sadrzajem slobodnih masnih kiselina, kao i minimalno stvaranje necisto¢a (de Oliveira i
sar., 2004).

S obzirom da u procesu enzimske Kkatalize ne dolazi do reakcija saponifikacije,
razdvajanje biodizela i glicerola je znatno jednostavnije (Lara i Park, 2003). Enzimski
katalizovanom transesterifikacijom dobija se glicerol visoke Cistoce, Stvaranje i odvajanje
proizvoda je jednostavno, neophodni su blagi uslovi za odvijanje reakcije 1 postoji moguénost
ponovnog koriS¢enja katalizatora (Kulkarni 1 Dalai, 2006). Optimalna temperatura za enzimski
katalizovanu transesterifikaciju je 30-50 °C (Da Rés i sar., 2010; Huang i sar., 2010). Da bi se
dobili enzimi za viSekratnu upotrebu, lipaze se najceS¢e imobiliSu, Sto omogucéava njihovu
jednostavnu obnovu i nizu cenu.

Poreklo lipaza je glavni faktor koji uti¢e na prinos estara (de Oliveira i sar., 2004).
Imobilisane lipaze su poreklom iz raznih mikroorganizama i bioloSkih materijala, kao Sto su
Candida antractica (Kumar i sar., 2011; Wang i Zhang, 2010), Chromobacterium viscosum
(Kumar i sar., 2011; Shah i sar., 2004), Mucor miehei (de Oliveira i sar., 2004), Pseudomonas
cepacia (Kumari i sar., 2007), Rhizomucor oryzae (Li i sar., 2011) i pankreas (Chattopadhyay i
sar., 2011). Komercijalne lipaze Novozim 435 i Lipozim TLIM, pokazali su se kao efektivni

katalizatori za proizvodnju biodizela (Huang i sar., 2010; Tamalampudi i sar., 2008).
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Kao nosaci za imobilizaciju enzima se najeS¢e koriste celit, makroporozna akrilna
smola, makroporozna jonoizmenjivacka smola, silicium-dioksid i poliuretanska pena (Shah i sar.,
2004). Za dobijanje biodizela pomocu slobodno suspendovanih enzima najéesée se koriste Sarzni
reaktori (Bajaj i sar., 2010; de Oliveira i sar., 2004; Huang i sar., 2010).

Enzimski katalizovana transesterifikacija je razvijana kako bi se prevazisli problemi
kisele, odnosno bazne katalizovane transesterifikacije. U tabeli 2.3, dat je prikaz prednosti i
nedostataka razli¢itih tipova reakcija transesterifikacije, kao i vrsta koriS¢enih katalizatora.
Glavni problemi kiselo i bazno katalizovane transesterifikacije su visoki energetski zahtevi,
mogucnost zagadenja Zivotne sredine 1 poteSkoce obnavljanja i preciS¢avanja katalizatora 1
glicerola (Lara i Park, 2003).

Medutim, postoje velike mane enzimske katalize kada se primenjuje u industrijskim
uslovima, kao §to su visoka cena enzima, mala brzina odvijanja reakcije i deaktivacija enzima
(Bajaj 1 sar., 2010; Lara 1 Park, 2003). Nizi alkoholi, kao §to su metanol i etanol, koji se
uobiajeno koriste u proizvodnji biodizela, mogu deaktivirati imobilisane lipaze. Etanol je
pogodniji za enzimski katalizovane reakcije zbog nizeg stepena deaktivacije lipaza (Modi i sar.,
2006). Neki autori (Modi i sar., 2006, Su i sar., 2009) tvrde da se koris¢enjem propan-2-0la, etil
acetata ili dietil karbonata moze prevazié¢i inaktivacija lipaza. Druga resenja ukljucuju postepeni

dodatak metanola (de Oliveira i sar., 2004).
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Tabela 2.3 Prednosti i nedostaci razli¢itih tipova reakcije transesterifikacije i vrsta kori$¢enih katalizatora (Lam i sar. 2010)

Tip katalizatora

Prednosti

Nedostatci

Homogeno-bazni
katalizator

Heterogeno-bazni
katalizator

Homogeno-kiseli
Katalizator

Heterogeno-kiseli
katalizator

Enzim

- NaOH
-KOH
-NaOCHs
-KOCH3
-NaOCzHs

-Ca0
-MgO
-ZnO
-MnO

-H2S04
-HCI
-H3POg4

-Zr02
-TiO2
-Sn02
-Zeolit

-Mucor mihei
(Lipozim IM 60)
-C. antartica
(Novozim 435)
-Bacillus subtilis

-Veoma brzo odvijanje reakcije

-Reakcija se moze odvijati pod blagim reakcionim uslovima uz manje
energetske zahteve

-Moze se postici visoka konverzija

-Ovi katalizatori su Siroko dostupni i isplativi

-Relativno brza reakcija u odnosu na kiselo katalisanu
transesterifikaciju

-Reakcija se moze odvijati pod blagim reakcionim uslovima uz manje
energetske zahteve

-Jednostavno odvajanje katalizatora od proizvoda

-Velika moguénost ponovnog kori§éena regenerisanog katalizatora

-Neosetljiva na sadrzaj slobodnih masnih kiselina (SMK) i vode u ulju
-Esterifikacija i transesterifikacija se mogu odvijati istovremeno
-Reakcija se moze odvijati pod blagim reakcionim uslovima uz manje
energetske zahteve

-Neosetljiva na sadrzaj SMK i vode u ulju

-Pogodna metoda ako se koriste nekvalitetna ulja

-Esterifikacija i transesterifikacija se mogu odvijati istovremeno
-Velika moguénost ponovnog kori$¢ena regenerisanog katalizatora
-Smanjeni problemi korozije

-Neosetljiva na sadrzaj SMK i vode u ulju

-Pogodna metoda ako se koriste nekvalitetna ulja

-Transesterifikacija se moze odvijati na niZoj temperaturi ¢ak nego $to
je to i homogeno bazne katalize

-Samo je potreban jednostavan korak precis¢avanja

-Ogranicenje kori$¢enja ulja sa sadrzajem SMK nizim od 0,5
% masenih

-Dolazi do forniranja sapuna ukoliko je sadrzaj SMK visi od 2
% masenih

-Preterano formiranje sapuna ¢e smanjiti prinos biodizela i
dovesti do problema tokom precis§¢avanja proizvoda

-Osetljivost na sadrzaj SMK zbog baznih osobina

--Dolazi do forniranja sapuna ukoliko je sadrzaj SMK visi od 2
% masenih

- Preterano formiranje sapuna ¢e smanjiti prinos biodizela i
dovesti do problema tokom preé¢i§¢avanja proizvoda

-Curenje katalizatora moZze izazvati kontaminaciju proizvoda

-Veoma sporo odvijanje reakcije

-Korozivni katalizator moze izazvati pojavu korozije na
reaktoru i u cevovodima

-Odvajanje katalizatora od proizvoda je problemati¢no

-Zbog katalizatora, postupak moze biti skup

-Neophodna visoka temperature za odvijanje reakcije i visok
molarni odnos alkohol-ulje

-Potrebno dosta vremena za reakciju

-Curenje katalizatora moze izazvati kontaminaciju proizvoda

-Veoma sporo odvijanje reakcije, sporije i od kiselo katalisane
transesterifikacije

-Visoka cena

-Osetljivost na alkohol, obi¢no methanol moze da deaktivira
enzim
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2.2.5 Odvajanje biodizela i glicerola

Reakciona smesa, nakon transesterifikacije, sastoji se od medusobno nemesljivih te¢nih
faza, estarske i glicerolne, razlicite gustine, pa se na tom principu i odvajaju. Alkoholna faza,
glicerol i metanol, dispergovana u kontinualnoj estarskoj fazi u obliku kapljica veli¢ina 100 do
500 um (Jurac, 2011; Knothe, 2005). Da bi se razdvojili metil-estri od metanola i glicerola,
reakciona smeSa se prebacuje u separator (obi¢no gravitacionog tipa). Kako su kapljice
alkoholne faze veée gustine od estarske faze, one se taloze prema dnu separatora. Veci deo
alkoholne faze izdvoji se iz smese ve¢ nakon 15 minuta, ali je za potpuno taloZenje potrebno vise
vremena, u nekim sluc¢ajevima i do 8 h. Nakon separacije, vrsi se otakanje donje, alkoholne faze,
a dobijeni  metil-estri se odvode na precis¢avanje radi uklanjanja zaostalog glicerola,

katalizatora, metanola i ulja.

2.2.6 Saponifikacija

Glicerol se stvara u velikim koli¢inama kao nusproizvod tokom procesa saponifikacije
triacilglicerola u proizvodnji slobodnih masnih kiselina i masnih estara. Reakcija saponifikacije
predstavlja hidrolizu masti 1 ulja (tj. triacilglicerola) bazama, pri ¢emu nastaju soli masnih
kiselina (sapun) i glicerol (Tamalampudi i sar., 2008) (slika 2.2). Tri molekula sapuna i jedan
molekul glicerola se formiraju u reakciji jednog molekula triacilglicerola i tri molekula baze.

Kausti¢ne baze reaguju spontano sa slobodnim masnim kiselinama i sapun se trenutno
stvara pod adekvatnim uslovima meSanja 1 izazivanja pocetka reakcije (agitacija) (Bonato 1 sar.,
1987). Nakon filtracije, sapun se odvoji, a u filtratu ostane 35 % glicerola, slobodne baze,
rastvoreni sapun, nesto natrijum-hlorida i suspendovane necisto¢e. Ova reakcija saponifikacije je
osnova komercijalnog procesa proizvodnje sapuna. Prinos glicerola dobijenog tokom procesa
proizvodnje sapuna iznosi 10 % od koli¢ine dobijenog sapuna. Shodno tome, bolji uslovi i tok
reakcije, uz efikasnije preciS€avanje glicerola, direktno uticu na ekonomicnost proizvodnje

sapuna velikih razmera (Israel i sar., 2008).
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CHa2p(=-CO-Cy7Hzs CH:-0H

I I

INapDH + CH-0-CO-Cy7H33 ——— CH-0OH +
I I

CH2p0-C0O-Ci7Ha CH:-OH
natrijum glicerol glicerol
hidroksid oleo-palmito-stearat

Slika 2.2 Sematski prikaz saponifikacije

2.2.7 Hidroliza

C17H3:CO0Na

Ci17H::CO0Na

CizH51COO0Na

Masti i ulja mogu hidrolizovati u odredene masne kiseline i glicerol. Hidroliza je

reverzibilna reakcija prilikom koje molekul vode raskida estarske veze triacilglicerola,

oslobadajuci glicerol 1 masne kiseline (slika 2.3). U toku hidrolize triacilglicerola dolazi do

izdvajanja lakse faze, koju ¢ine masne kiseline, i teze faze, koju Cini glicerol (Gunstone, 2004).

Ovako dobijeni rastvor glicerola se naziva ,slatka voda“. Tokom reakcije hidrolize, jedan mol

triacilglicerola daje jedan mol glicerola i tri mola masnih Kiselina. Otpadni glicerol, koji je

dobijen hidrolizom masti i ulja, sadrzi vodu i necistoce, kao §to su slobodne masne kiseline. Da

bi se dobio glicerol visoke cisto¢e, neophodno je izvrsiti njegovo preciS¢avanje (Gunstone,

2004).
L Enzimi ifi pregrejana vode _ _
CHa =0 =CO = CyHs " CHa=OH
| 1=3% HaS0y
CH— 0= C0— Ci7Hss » CH—OH +
| I
CH; — 0 — CO — CyyHas CH;— OH
Tristearin glicerol

Slika 2.3 Sematski prikaz hidrolize

3C17HCO0OH

stearinska kiselina
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2.2.8 Precisc¢avanje otpadnog glicerola

Otpadni glicerol ima visok sadrzaj soli i slobodnih masnih kiselina, kao i izrazitu boju
(zutu do tamno braon) (Sdrula, 2010 ). Zbog svog sastava, bez obzira na nacin na koji je dobijen,
otpadni glicerol je loSeg kvaliteta. TipiCan sastav otpadnog glicerola dobijenog
transesterifikacijom, saponifikacijom ili hidrolizom masti i ulja je dat u tabeli 2.4. Otpadni
glicerol iz proizvodnje biodizela naj¢eS¢e sadrzi 15-80 % glicerola (Nanda i sar., 2014;
Thompson i He, 2006;Yang i sar.. 2012). Otpadni glicerol dobijen saponifikacijom sadrzi 35 %
masenih, dok slatka voda dobijena hidrolizom sadrzi 15 % glicerola. Otpadni glicerol se moze

koncentrisati do sadrzaja od 80 % (Amin i sar., 2010).

Tabela 2.4 Sastav otpadnog glicerola dobijenog transesterifikacijom, saponifikacijom i

reakcijom hidrolize (Thompson i sar., 2006)

Komponenta Transesterifikacija (%) Saponifikacija (%) Hidroliza (%)
Glicerol 75 83 -84 88 -90
Pepeo 10 85-95 0,7-1,0
Voda 10 6-7 8-9
Organske neglicerolne 5 3-4 0,7-1,0
materije (ONGM)

Trimetilen glikol 1 0,1 0,2
(Tmg)

Glicerol je odobren od strane mnogih vladinih organizacija za upotrebu u proizvodnji
hrane 1 proizvodnji lekova, a koristi se 1 kao pomo¢no sredstvo u kozmetici, farmakologiji,
industriji hrane i pica, sredstvima za higijenu i sredstvima za negu (Wolfson i Dlugy, 2009).
Primena otpadnog glicerola je veoma ograni¢ena zbog prisustva soli i neCisto¢a, a njegova

energetska vrednost je zanemarljiva.
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Proizvodnjom biodizela stvaraju se milioni tona otpadnog glicerola godisnje, a ta koli¢ina
brzo raste zajedno sa dramati¢nim rastom industrije biodizela (Sdrula, 2010). Velika koli¢ina
necistog otpadnog, odnosno sirovog glicerola iz industrija biodizela i sapuna dostupna je po vrlo
niskoj ceni jer proizvodni kapaciteti glicerola nadmasuju zahteve na trzistu. Ovo bi moglo
smanjiti trziSnu cenu Cistog glicerola $to moze destabilizovati trziste industrije ulja (Thompson i
sar., 2006). Prema tome, da bi se otpadni glicerol koristio kao sirovina za proizvodnju nekih
vrednih komercijalnih proizvoda, neophodno je izvrSiti njegovo preciS¢avanje do potrebnog
stepena Cistoce koriS¢enjem efektivnih 1 jeftinih tehnologija. Alternativa, koja moze biti
povoljnija zbog izbegavanja troskova pre¢is¢avanja, jeste direktna primena otpadnog glicerola.
Kvalitet glicerola iz proizvodnje biodizela je jako nizak, pa je nepogodan kao sirovina za mnoge
primene. Takode, njegovo odlaganje predstavlja problem u postrojenjima za proizvodnju
biodizela. Zbog toga, potrebno je izvrsiti pre¢iS¢avanje otpadnog glicerola, kako bi ispunio
zahteve Cistoce za dalju upotrebu (Stamatelatou, 2011).

Za precis¢avanje otpadnog glicerola se koriste razli¢ite metode, kao $to su filtracija,
destilacija, hemijski tretmani, adsorpcija (korisé¢enje aktivnog uglja), jonska razmena (koris¢enje
jonoizmenjivackih smola), ekstrakcija i kristalizacija. Svaka metoda precis¢avanja zasnovana je
na razli¢itim svojstvima otpadnog glicerola (Stamatelatou, 2011). Tokom procesa pre¢isc¢avanja,
kombinuju se dve ili viSe metoda kako bi se postigla visoka efikasnost precis¢avanja. Medutim,
za sve metode preciS¢avanja, neophodno je dobro poznavanje hemijskih 1 fizi€kih karakteristika
necistoc¢a koje su prisutne. Kombinovanje otklanjanja alkohola destilacijom, otklanjane soli
koriS¢enjem jonoizmenjivackih smola i adsorpcija aktivnim ugljem se pokazalo kao dobar nacin
precis¢avanja (Stamatelatou, 2011). Destilacija je najée$ce primenjivana metoda preciséavanja
otpadnog glicerola kojom se vrsi uklanjanje vode i metanola na osnovu razlika u tackama
klju¢anja. Destilacija je jednostavan i efektan metod za precis¢avanje otpadnog glicerola sa
visokim sadrzajem soli i organskih neglicerolnih materija. Precis¢avanjem otpadnog glicerola
prostom destilacijom na 120-126 °C postize se prinos od 141,8 g glicerola/kg glicerolnog ostatka
(prinos od 14 %) prihvatljive ¢istoce od 96,6 %. Ostale karakteristike destilisanog glicerola su:
0,03 % pepela, 1 % vode, 2,4 % organskih neglicerolnih materija i pH 3,5 (Yong i sar., 2001 ).
Medutim, destilacija otpadnog glicerola je energetski zahtevna operacija izdvajanja zbog visokog

specifi¢nog toplotnog kapaciteta glicerola (Yong i sar., 2001).
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Otpadni glicerol se moze precistiti i metodom razmene jona. Razmena jona je metoda
uklanjanja necisto¢a, boje 1 mirisa razmenom jona iz jonoizmenjivackog materijala (Wall, 2009).
Ova tehnika zahteva male koli¢ine vode za odvajanje soli od glicerola i ne zahteva isparavanje
glicerola. Isahak i sar. (2010) su sproveli eksperimente sa smolama Amberlit IRN-87 i Amberlit
200 kako bi precistili otpadni glicerol. Nakon analiza preciS¢enog glicerola, utvrdeno je da su
necisto¢e neorganske soli i slobodni joni otklonjeni.

Pored ostalih metoda precis¢avanja, moguca je i primena hemijskih (kisela protonizacija)
i fizickih (filtracija) tretmana. Kod hemijskog tretmana, organske neglicerolne materije iz sirove
glicerolske frakcije mogu reagovati sa kiselinom, kako bi se stvorili odgovarajuéi alkohol i
slobodne masne kiseline. Slobodne masne kiseline se dalje mogu otkloniti ekstrakcijom ili
dekantovanjem. Odredena istrazivanja (Ooi i sar., 2001) su pokazala da se hemijskim tretmanom
pri nizem pH moze smanjiti sadrzaj pepela prilikom precis¢avanja glicerola sumpornom
kiselinom koncentracije 6 %.

Neki autori (Hazimah i sar., 2003) su objavili da se visoka Cistoca glicerola (99,1-99,8
%), uz nizak sadrZaj necistoca (0,11-0,80 % vode, 0,054 % pepela i 0,054 % sapuna), moze
posti¢i kombinacijom fizi¢kih i hemijskih tretmana. Postoje i tvrdnje da se visok sadrzaj pepela,
vode 1 organskih neglicerolnih materija moZe otkloniti kombinovanjem hemijskih i fizickih
tretmana tenom ekstrakcijom, pri ¢emu se dobija glicerol visoke ¢istoce (93,34 %) uz nizak
sadrzaj kontaminenata (0,00045 % pepela 1 5,16 % organskih neglicerolnih materija) (Kongjao,
2010). Primenom kombinovanih fizi¢kih i hemijskih metoda pre¢is¢avanja otpadnog glicerola
postiZe se jednostavnost izvodenja, visoka efikasnost i, zavisno od nacina izvodenja, niska cena.
Medutim, pre¢iS¢avanje u nekim slu€ajevima nije ekonomski opravdano i znatno uti¢e na cenu

glicerola (Tan i sar., 2013).
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2.3 Upotreba (Cistog) glicerola

Glicerol je visoko funkcionalan molekul u odnosu na petrohemijski dobijene
ugljovodonike, tako da se veliki broj vrednih hemijskih jedinjenja kao $to su: 1,3-propandiol,
1,2-propandiol, dihidroksiaceton, vodonik, poligliceroli, ¢ilibarna kiselina i poliestri moze dobiti
odgovaraju¢im hemijskim reakcijama (Brandner i sar., 2009). Katalitickom oksidacijom
glicerola se dobijaju razna jedinjenja, kao Sto su dihidroksiaceton i gliceraldehid (Demirel i sar.,
2005). Glicerol se moze koristiti i kao sirovina u proizvodnji makromolekula (Haag i sar., 2000).
Kombinacijom glicerola sa nekim drugim jedinjenjima mogu se dobiti neki korisni proizvodi. Na
primer, glicerol i etilen glikol, zajedno, mogu da se koriste kao rastvara¢ za alkalni tretman
tkanina (Yang and Verkman, 1997). Moze se koristiti 1 kao dielektriéni medijum za neke
energetske sisteme (Brown 1 sar., 1999). MeSanjem sa teCnim gorivima i biomasom moze se
koristiti kao alternativni energent (Demirbas, 2000). Fermentacijom meSanih kultura moze se

dobiti mesavina polihidroksialkanoata (Koller i sar., 2005).
2.3.1. Primena glicerola u industriji

Glicerol predstavlja vredan proizvod koji ima Sirok spektar moguénosti primene u
industriji. Trenutno ima preko dve hiljade raznih primena (Gabriele i Rutger, 2007), posebno u
farmaceutskoj, kozmetickoj, hemijskoj i prehrambenoj industriji, §to je prikazano na slici 2.4.
Glicerol je netoksi¢no, jestivo 1 biorazgradivo jedinjenje, tako da omogucuje znacajne ekolosko-
bezbednosne garancije kao sirovina za novu generaciju proizvoda.

Glicerol se $iroko koristi u proizvodnji lekova, u medicini i farmaciji, najéesce kao
rastvaraC lekova, daje pilulama vlaznost 1 povecava viskoznost te¢nih preparata. Dodaje se u
sirupe za kasalj, lekove za usne infekcije, kao nosa¢ antibiotika i antiseptika i kao plastifikator za
kapsule lekova. Glicerol je odli¢an rastvara¢ joda, broma, fenola, tanina, alkaloida i zive-hlorida.
Koristi se kao dodatak lubrikantima i preparatima za negu koZe i kose, kao sredstvo koje tonira,
daje glatkoc¢u, sjaj i odgovaraju¢u vlaznost (Ampaitepin i Tetsuo, 2010). Glicerol je glavni
dodatak pastama za zube koji onemogucuje ocvrS¢avanje i isuSivanje u tubi, tako da se
procenjuje da tre¢ina glicerola sa trZiSta koja se potrosi za proizvodnju licne higijene ode na

proizvodnju paste za zube (Shawn, 2008).
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U industriji hrane 1 pica, glicerol se koristi kao rastvarac, sredstvo za zasladivanje i
konzervisanje, u proizvodnji ekstrakata ¢aja, kafe, dumbira i drugih biljnih materijala. Koristi se
kao sredstvo za omekSavanje hleba, kolaca, mesa, sira i bombona. Jedini uslovi koje je
neophodno da glicerol ispuni za upotrebu u proizvodnji hrane i pic¢a jesu zadovoljenje odredenih
standarda vezanih za ¢istoc¢u kao 1 koli¢inska pogodnost za dati proizvod. Moguca je cak 1
primena kao dodatka koncentratima u industriji sto¢ne hrane (Cerrate i sar., 2006).

Primenjuje se i za oCuvanje svezine duvana i regulaciju vlage duvana kako bi se otklonio
neprijatan i iritiraju¢i ukus (Ampaitepin i Tetsuo, 2010). U industriji papira, glicerol se koristi
kao plastifikator i kao lubrikant, dok se u tekstilnoj industriji Kkoristi za podmazivanje i

omeksavanje prediva i tkanina (Gabriele i Rutger, 2007).

Celofan 2%

Duvan 6%

Slika 2.4 Upotreba glicerola u industriji (Gabriele i Rutger, 2007)
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2.3.2. Hemijska konverzija glicerola do 1,2-propandiola i akroleina

1,2-propandiol (propilenglikol) je bezbojna, viskozna tecnost, bez mirisa i predstavlja
znacajan hemijski proizvod sa Sirokom primenom u prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj,
duvanskoj kao i u industriji boja i lakova. U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, godiS$nje se
proizvede u koli¢ini koja prelazi pola miliona tona (Dasari i sar., 2005).

Perosa i Tundo (2005) su izvodili selektivnu konverziju glicerola u 1,2-propandiol
zagrevanjem glicerola i Raney-nikal katalizatora 20 h na 150 °C i uz vodonik pod pritiskom od
10 atm u ¢eli¢nom autoklavu. Pri postignutoj selektivnoj konverziji od 12 % dobijeno je 93 %
1,2-propandiola i male koli¢ine etanola i ugljenik(IV)-oksida. Grejanjem na 190 °C reakcija se
odvijala brze sa konverzijom opsega 70-80 % uz dobijeni etanol i ugljenik(IV)-oksid, a ve¢ na
210 °C i bez obzira na jo$ vecu brzinu raeakcije, selektivnost ka 1,2-propandiolu je pala na 48 %.
Otkriveno je da se nivo selektivnosti ka 1,2-propandiolu moze poboljsati dodatkom fosfata
(Dasari i sar., 2005).

Akrolein, poznat i kao 2-propenal ili akrilni aldehid, najjednostavniji je nezasiceni
aldehid (Fan i sar., 2010). Bezbojna je te¢nost sa prodornim, neprijatnim, oStrim mirisom,
slicnom mirisu goru¢e masti. Industrijski se proizvodi iz propilena i uglavnhom se koristi kao
biocid i gradivna komponenta za druga hemijska jedinjenja, kao Sto je aminokiselina metionin
(Dasari i sar., 2005). Koristi se kao intermedijer za sintezu akrilne kiseline i estara akrilne
kiseline, kao sredstvo za otklanjanje sluzi u industriji papira i kao mikrobiocid za uljne
rezervoare.

Akrolein se moze proizvesti od glicerola dehidratacionim procesom uz prisustvo
katalizatora. Alhanash i saradnici (2010) su demonstrirali proces dehidratacije glicerola do
akroleina u gasnoj fazi uz prisustvo cezijumove soli kao katalizatora. Ova reakcija se odvijala na
temperaturi od 275 °C i pritisku od 1 bar. Rezultati su pokazali da katalizator pokazuje visoku
pocetnu aktivnost uz konverziju glicerola od 100 % i selektivno$éu od 98 % u odnosu na
akrolein. Watanabe i saradnici (2007) su dobili akrolein polaze¢i od glicerola u vreloj
komprimovanoj vodi. Utvrdili su da je brzina razgradnje akroleina bila uvek veca od brzine
formiranja akroleina, $to se moglo prevazi¢i dodavanjem kiselog katalizatora. Dodatkom kiselog
katalizatora i pod superkritiénim uslovima (400 °C i 34,5 MPa) postignut je prinos od 81 %
akroleina.
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Sprovedena su i odredena ispitivanja dehidratacije glicerola do akroleina u gasnoj fazi,
pri ¢emu je objavljeno da se proces moze izvesti na 300 °C uz prisustvo cirkonijuma kao
katalizatora (Bub i sar., 2006). Konverzija glicerola u vodenom rastvoru u akrolein je iznosila 72
%.

2.3.3 Hemijska konverzija glicerola do vodonika

Vodonik ima veliki potencijal kao budu¢i ekoloski energent koji bi mogao obezbediti
duzu energetsku sigurnost. Glicerol se moze konvertovati u vodonik na viSe nalina, i to:
reformacijom parom, delimi¢énom oksidacijom i auto-termalnom reformacijom (Fan i sar., 2010).
Kataliticka reformacija parom je visoko temperaturni endoterman proces kojim se Katalizuje
reakcija glicerola i vode pri ¢emu se oslobada vodonik (Slinn i sar., 2008).

Ustanovljeno je da su optimalni uslovi za proizvodnju vodonika reformacijom glicerola,
temperatura od 652 — 702 °C i odnos voda/glicerol 9-12 pod atmosferskim pritiskom. Na 652 °C
I pri odnosu voda/glicerol od 12 dobijeno je najvise vodonika: 6,2 mola po molu glicerola
(Wang, 2010). Pored toga, vodonik moze biti proizveden od glicerola procesom delimi¢ne
oksidacije pri kome glicerol reaguje sa kiseonikom na sub-stehiometrijskom odnosu (Fan i sar.,
2010). Wang X.D. i saradnici (2009) su odredili optimalne uslove pod kojima je ostvarena
potpuna konverzija glicerola i prinos vodonika od 78,93-87,31 %, a to je temperatura od 727 do
827 °C, molski odnos kiseonik-glicerol 0,4-0,6 i pritisak od 1 atm.

Auto-termalni reformacioni proces predstavlja kombinaciju delimi¢ne oksidacije 1 parne
reformacije smeSe glicerola, vazduha 1 vode u reaktoru (Fan i sar., 2010). Potvrdeno je da je
prinos vodonika kod auto-termalne reformacije glicerola veéi nego kod prethodno pomenute dve
metode (Swami i Abraham, 2006).
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2.4 Otpadni glicerol kao sirovina za bioprocese

Upotreba glicerola niskog kvaliteta je veliki izazov, jer se ne moze direktno koristiti u
proizvodnji hrane i farmaceutskih proizvoda. Zbog toga je potrebno istraziti nove moguénosti
primene glicerola, kao Sto je konverzija u druge znacajne i vredne proizvode. Efektivno
iskoris¢enje ili konverzija otpadnog glicerola u specificne proizvode bi mogla sniziti cenu
proizvodnje biodizela (Konstantinovi¢ i sar., 2016).

Trenutna istrazivanja Sirom sveta usmerena su ka proucavanju mogucnosti primene
otpadnog glicerola kao glavnog izvora ugljenika u hranljivim podlogama za gajenje
mikroorganizama u industrijskim fermentacijama. Istrazivanja su sprovodena sa ciljem
mikrobioloske konverzije otpadnog glicerola u neke industrijski znacajne proizvode. Glicerol
ima veliku prednost u odnosu na druge sirovine jer je prirodan i jeftin supstrat za biotehnoloske
procese (Kosmider i sar., 2011; Szymanowska-Powatlowska i1 Biatas, 2014).

Glicerol ima ve¢i stepen redukcije u odnosu na druge Secere, a takode je jeftiniji i laksSe
dostupan. Konverzijom glicerola do fosfoenol-piruvata ili piruvata stvara se dvostruko vise
redukujucih proizvoda nego §to je slucaj prilikom dobijanja piruvata od glukoze ili ksiloze. Na
primer, fermentacijom glicerola do etanola i mravlje kiseline (ili etanola i vodonika) prinos je
skoro dva puta vec¢i nego Sto je slucaj kod fermentacije glukoze gde se tokom biokonverzije
skoro polovina glukoze izgubi kao ugljenik(1V)-oksid.

Pored toga, upotreba otpadnog glicerola ublazava kataboli¢ku represiju ugljenikom —
efekat glukoze prisutan kod iskoriS¢enja glukoze. U slucaju ugljeni¢ne katabolicke represije,
prisustvo brzo metaboliSuceg izvora ugljenika, kao §to je to glukoza, inhibira ekspresiju genski
kodiranih proteina neophodnih za iskoriS¢enje alternativnih izvora ugljenika kao Sto su glicerol,
laktoza i drugi (da Silva i sar., 2009a).

Metabolicki putevi mikrobioloske razgradnje glicerola prikazani su na slici 2.5, a u tabeli
2.5 dat je pregled rezultata proucCavanja mogucnosti biokonverzije otpadnog glicerola iz

proizvodnje biodizela u visokovredne proizvode.
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Tabela 2.5 Proizvodi mikrobioloske konverzije otpadnog glicerola

Proizvod

Mikroorganizam

Prinos

Referenca

1,3-propandiol

n-butanol

Etanol

Mleéna Kkiselina

Cilibarna kiselina

Limunska kiselina

Propanska kiselina

Trehaloza

H>

Polihidroksialkanoati

Mikrobno ulje

Citrobacter werkmanii DSM 17579
Citrobacter freundini FMCC-B924
Clostridium acetobutylicum
(modifikovani)

Clostridium butyricum AKR102a
Clostridium butirycum VPI 3266
Clostridium butyricum AKR102a
Clostridium butirycum VPl 3266
Klebsiella pneumonia (bez kapsule)
Klebsiella oxytoca (laktat deficitarna)
Klebsiella pneumonia (aldehid-
dehidrogenaza inaktivisana)

Clostridium pasteruanium (imobilisan)
Clostridium pasteruanium ATCC6013

Escherichia coli SY03

Klebsiella pneumonia (modifikovana)
Saccharomyces cerevisiae(modifikovan)
Kluyvera cryocrescens S26

Escherichia coli AC521

Escherichia coli (modifikovana)
Basfia succiniciproducens DD1

Yarrowia lipolytica Wratislavia AWG7
Yarrowia lipolytica N15

Propionobacterium acidipropionici
Propionobacterium freudenreichi podv.

shermanii NCIM 5137

Citrobacter freundii H3
Rhodopseudomonas palustris CGA009
Paenibacillus macerans

Zobellella denitrificans MW1

Pseudomonas oleovorans NRRL B-14682

Lentinula edodes sojevi
Aspergillus niger sojevi
Cryptococcus curvatus
Rhodotorula glutinis

0,62 mol/mol glicerola
0,48 mol/mol glicerola
0,66 mol/mol glicerola

0,63 mol/mol glicerola
0,65 mol/mol glicerola
0,63 mol/mol glicerola
0,65 mol/mol glicerola
0,65 mol/mol glicerola
0,41 mol/mol glicerola
0,70 mol/mol glicerola

0,43 mol/mol glicerola
30 g/g glicerola

1 mol/mol glicerola
0,89 mol/mol glicerola

27 g/l
0,9 mol/mol glicerola

0,8 mol/mol glicerola
1,02 g/g glicerola

0,33 mol/mol glicerola
71 g/l

0,66 mol/mol glicerola

391 mg/g biomass

0,94 mol/mol glicerola

0,801 mol/mol glicerola

~70%
30%

0,1 g/g biomase
0,41 g/g biomase
52% sadrzaja ulja
36,5% sadrzaja ulja

Maru i sar., 2013
Maervoet i sar., 2012
Jansen i sar., 2012b

Gonzales i sar., 2005a
Gonzales i sar., 2005b
Gonzales i sar., 2005a
Gonzales i sar., 2005b
Yang i sar., 2007
Zhang i sar., 2006
Zhang i sar., 2009

Wilkens i sar., 2012
Taconi i sar., 2009

Kim i sar., 2011b
Zhao i sar., 2006
Sanchez i sar., 2008
Choi i sar., 2011

Zhang i sar., 2010

Metsoviti i sar., 2013
Scholten i sar., 2009

Liang i sar., 2010
Kamzolova i sar., 2011

Ruhal i sar., 2012b

Ruhal i sar., 2012b

Yang i sar., 2011
Sabourin-Prov i sar., 2009
Gupta i sar., 2009

Ibrahim i sar., 2009
Ashby i sar., 2011

Chatzifragku i sar., 2011
Imandi i sar., 2007

Jung i sar.,2011

Chi i sar., 2007
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Mikrobno ulje i Thamnidium elegans - Rywinska i sar., 2009
polinezasi¢ene masne
kiseline

Dokozaheksaenoinska Schizochytrium limacinum SR21 - Pyle i sar., 2008
kiselina (DHA)
22:6 (n-3)

Schizochytrium limacinum 52g/ I-dan Ethler i sar., 2011

Eikozapentenska Pythium irregulare 90 mg/l Athalye i sar., 2009
kiselina (EPA)
20:5 (n-3)

Mnoga istrazivanja su sprovedena sa ciljem primene otpadnog glicerola kao komponente
u podlogama za gajenje bakterija koje proizvode dihidroksiaceton (Acetobacter sp.,
Gluconobacter sp.) (Nabe i sar., 1979; Claret i sar., 1994), n-butanol (Clostridium pasteurianum
ATCC® 6013TM) (Taconi i sar., 2009), mle¢nu kiselinu (Lactobacillus) (Prada-Palomo i sar.,
2012), propionsku kiselinu (Propionibacterium) (Bories i sar., 2004), ¢ilibarnu kiselinu (Basfia
succiniciproducens DD1) (Scholten i sar., 2009), polihidroksialkanoate (PHAS) (Pseudomonas
oleovorans NRRL B-14682) (Ashby i sar., 2011), vitamin B12 (Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii) (Kosmider i sar., 2012) ili etanol (nepatogeni soj Kluyvera
cryocrescens S26) (Choi i sar., 2011).

Otpadni glicerol je takode, koriS¢en kao izvor ugljenika za gajenje plesni i kvasca u
procesima dobijanja limunske kiseline (Yarrowia lipolytica N15) (Kamzolova i sar., 2011),
siréetne kiseline i manitola (Yarrowia lipolytica LFMB 19) (Chatzifragkou i sar., 2011), fumarne
kiseline (Rhyzopus sp.) (Moon i sar., 2004) i ksilitola (Candida sp.) (Arruda i Felipe, 2008).

Odredena istrazivanja (Pyle i sar., 2008; Zhanyou i sar., 2007) ukazuju da neke
jednocelijske mikroalge (Schizochytrium limacinum) mogu proizvesti omega-3 nezasi¢ene masne

kiseline (dokozaheksaenoinska kiselina) fermentacijom otpadnog glicerola.
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2.4.1 1,3 - propandiol

Kao jedno od boljih resenja mikrobioloske konverzije otpadnog glicerola u industrijski
znacajne metabolite pokazala se proizvodnja 1,3-propandiola, koji se moze primeniti na razlicite
naéine kao vredni hemijski agens za organske sinteze, za proizvodnju biorazgradivih polimera
(poliestara, polietara, poliuretana), kozmetike, lubrikanata, lekova i nekih heterocikli¢nih
jedinjenja (Koganti i sar., 2011).

1,3-propandiol se moze dobijati hemijski 1 mikrobioloSki ali su poslednjih godina
hemijske metode potpuno zamenjene mikrobioloSkim (Amaral sar., 2009; Zeng i Biebl, 2002).
Objavljeni su rezultati mnogih istrazivanja u kojima je proucavana moguénost fermentacije
otpadnog glicerola u 1,3-propandiol (Rossi i sar., 2012; Szymanowska-Powatowska i Bialas,
2014; Villegas i sar., 2007; Zong-Ming i sar., 2008).

Ovaj trougljeni¢ni diol je bezbojna i1 viskozna te¢nost koja se koristi za dobijanje
polimera kao $to je to politrimetilen-tereftalat koji na trzistu postepeno zamenjuje polietilen-
terftalat i poliamide zbog veée otpornosti na istezanje (Fan i sar., 2010). Siroko je upotrebljiv u
proizvodnji alifati¢nih poliestara, ko-poliestara, lepila, premaza, boja za drvo, antifriza, kalupa i
obloga (Yazdani i Gonzalez, 2007).

Proizvodnja 1,3 propandiola je ograni¢ena visokim proizvodnim troSkovima, tako da
glicerol postaje atraktivna sirovina zbog niske cene i prisutnosti u izobilju (Pachauri i He, 2006 ).
1,3 —propandiol se moze proizvesti od glicerola mikrobnom konverzijom odnosno fermentacijom
ili reakcijama dehidroksilacije i hidrogenolize.

Glicerol se moze koristi kao sirovina za proizvodnju 1,3-propandiola fermentacijom, pri
¢emu se proces odvija u dva koraka enzimskog delovanja. Najpre glicerol-dehidrataza katalizuje
konverziju glicerola u 3-hidroksipropionaldehid i vodu. Potom se 3-hidroksipropionaldehid
redukuje do 1,3-propandiola odgovaraju¢om dehidrogenazom (Guerrero-Perez i sar., 2009).

Mu i saradnici (2006) su sproveli eksperimentalna istrazivanja proizvodnje 1,3-
propandiola od otpadnog glicerola dobijenog metanolizom od sojinog ulja. Izvodili su Sarzne
fermentacije otpadnog i Cistog glicerola pomocu bakterije Klebsiella pneumoniae. Produktivnost
1,3-propandiola od otpadnog glicerola je bila 1,7 g/l/h. Pokazalo se da je 1,3-propandiol u
koncentraciji od 51,3 g/l dobijen od otpadnog glicerola iz alkalno katalizovane metanolize

sojinog ulja, $to je priblizno 53 g/l dobijenih od otpadnog glicerola iz lipaza katalisanog procesa.
31



Odredena istrazivanja su sprovedena 1 Sarznom fermentacijom glicerola pomocu
novoizolovanog soja Clostridium butyricum (Papanikolaou i sar., 2000). Za obe kulture, dobijeni
konverzioni prinos je bio oko 0,55 g 1,3-propandiola na 1 g glicerola, pri ¢emu je najvisa
postignuta koncentracija 1,3-propandiola bila 35-48 g/I.

Objavljeno je da rekombinantni soj E. coli, koji je konstruisan transferom DhaB1 (B12-
nezavisna glicerol dehidrataza) i aktivacijom DhaB2 od soja Clostridium butyricum, produkuje
1,3-propandiol. Ukupan prinos, koncentracija i ukupna produktivnost 1,3-propandiola je bila
1,09 mol/mol, 104,4 g/l, odnosno 2,61 g/l/h respektivno (Tang i sar., 2009). Bakterija
Citrobacter freundii (DSM 15979) je jo$ jedan potencijalni kandidat za proizvodnju 1,3-
propandiola u polikontinualnim uslovima (Jiang i sar., 2014). Laktat-deficijentni mutant
Klebsiella oxytoca konvertuje otpadni glicerol dobijen u proizvodnji biodizela u 1,3-propandiol,
pod polukontinualnim uslovima, uz poveéanje prinosa na 0,53 g/mol od 0,41 g/mol i povecanje
produktivnosti do 0,83 g/lI/h od 0,63 g/l/h. Pod polikontinualnim uslovima, uporedo sa 1,3-
propandiolom, stvara se etanol (Cho i sar., 2015).

Osim biosintezom, 1,3-propandiol se moze dobiti selektivnom hidrogenolizom glicerola
u prisustvu katalizatora i vodonika (Guerrero-Perez i sar., 2009). Selektivnom hidroksilacijom se
transformise hidroksilna grupa iz sredine u tozil-grupu, a potom transformisana grupa se otklanja
katalitickom hidrogenolizom (Pachauri i He, 2006).

Sprovedena su istrazivanja hidrogenolize glicerola u 1,3-propandiol koja je katalizovana
Ir/Re katalizatorom (Nakagawa i sar., 2010). Rezultati su pokazali da je selektivnost prema 1,3-
propandiolu u pocetnoj fazi dostigla 67 +3 % i prinos 1,3-propandiola od 38 % pri konverziji
glicerola od 81 %. Werpy i saradnici (2002) sproveli su hidrogenolizu glicerola pomoc¢u Ni/Re
katalizatora. Kao rezultat je dobijena smesa od 44 % 1,2-propilenglikola, 5 % 1,3-propilenglikola
i 13 % etilenglikola.
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2.4.2 Dihidroksiaceton

Dihidroksiaceton (DHA) je jednostavan netoksican Secer sa tri ugljenikova atoma, poznat
I kao gliceron sa formulom C3HgOs3 (Bauer i sar., 2005). DHA se prvenstveno koristi kao sastojak
proizvoda za potamnjivanje. Dihidroksiaceton je higroskopni beli kristalni prasak koji ima slatki
rashladuju¢i ukus i karakteristi¢ni miris. U kombinaciji sa piruvatom, DHA se prodaje kao
atletski nutricioni suplement za koji se tvrdi da je oralno konzumirani sagoreva¢ masnoce, kao i
da povecava misi¢nu masu (Ivy, 1998).

Transformacija glicerola u dihidroksiaceton pomocu bakterije Acetobacter suboxydans je
jo$ jedan primer moguceg procesa. U toku fermentacije, bakterija proizvodi dihidroksiaceton u
prinosima od 75-90 % iz 5-15 % rastvora glicerola. Dihidroksiaceton moze biti transformisan
daljim dejstvom dihidroksiaceton-kinaze do dihidroksiaceton-fosfata, $to sluzi kao osnovna
podloga za neke aldolaze da bi proizveli razli¢ite opticki aktivne derivate Se¢era (Zheng-Xiang i
sar., 2001).

Mnogi autori su objavili rezultate istrazivanja kojima su pokazali da se konverzija
glicerola do dihidroksiacetona moze uspesno izvesti pri razliCitim uslovima fermentacija
(Adlercreutz, 1986; Bauer i sar., 2005; Bories i sar., 1991). Sprovedena su i odredena istrazivanja
sa sojem bakterije Klebsiella pneumoniae (Chevalier i sar., 1990). Utvdeno je da su putevi
aerobnog i anaerobnog metabolizma glicerola razli¢iti. Tokom anaerobnog gajenja, glicerol se
konvertuje u dihidroksiaceton pomocu glicerol-dehidrogenaze, a fosforilacijom se dobija
dihidroksiaceton-fosfat. Tokom aerobnog gajenja, glicerol se najpre fosforiliSe, dajuci

dihidroksiaceton-fosfat.
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2.4.3 Limunska kiselina

Dostupno je nekoliko saopstenja o upotrebi otpadnog glicerola za biosintezu limunske
kiseline. Koris¢enjem otpadnog glicerola pomoc¢u kvasca Yarrowia lipolytica ACA-DC 50109
dobija se istovremeno, pored limunske kiseline, i mikrobno ulje (Papanikolaou i Aggelis, 2003),
Sto nije slucaj kod proizvodnje limunske kiseline od konvencionalnih Secernih sirovina
(Papanikolaou i sar., 2008; Papanikolaou i Aggelis, 2009). Kada je izvodena polukontinualna
fermentacija otpadnog glicerola pomocu acetat—negativnin mutanata soja Y. lipolytica
Wratislavia AWG7, krajnja koncentracija dobijene limunske kiseline je bila 131,5 g/l, sto je
priblizno dobijenoj od ¢istog glicerola (139 g/). S druge strane, kada je korisc¢en soj Y. lipolytica
Wratislavia K1, dobijena je niza koncentracija limunske kiseline (oko 87-89 g/l) i visa
koncentracija eritrola (iznad 47 g/l) (Rywinska i sar., 2009), §to je u skladu sa rezultatima koje su
objavili Rymowicz i saradnici (2008).

U daljim istrazivanjima, soj Y. lipolytica Wratislavia K1 se pokazao kao superioran u
odnosu na druge sojeve za proizvodnju eritrola i ne-limunskih kiselina od otpadnog glicerola,
pod optimalnim uslovima konverzije (Rymowicz i sar., 2009). Soj Y. lipolytica LGAM S (7)1 je,
takode, pokazao potencijal za konverziju otpadnog glicerola u limunsku kiselinu (Papanikolaou i
sar., 2002). Objavljeno je i da Y. lipolytica N15, koris¢enjem glukoze kao izvor ugljenika, moze
produkovati znacajne koli¢ine limunske kiseline, ¢ak i preko 98 g/1, dok se gajenjem uz otpadni

glicerol moze dobiti 71 g/l (Kamzolova i sar., 2011).

2.4.4 Cilibarna Kiselina

Cilibarna kiselina je dikarboksilna kiselina koja se dobija kao meduproizvod ciklusa
trikarbonskih kiselina (Gottschalk, 1986). Moze se koristiti za proizvodnju sinteti¢kih smola i
biorazgradivih polimera i kao meduproizvod za hemijske sinteze (Scholten i sar., 2009). Lee i
saradnici (2001) su objavili rezultate proizvodnje ¢ilibarne kiseline od glicerola koriste¢i kulturu
Anaerobiospirillum succiniciproducens. Proces je izvoden Sarzno, pod anaerobnim uslovima.
Najvisi prinos (1.33 g/g) je dobijen u podlozi sa 6,5 g/l glicerola, pri ¢emu je izbegnuto stvaranje
sir¢etne kiseline kao nusproizvoda. Maseni odnos ¢ilibarne kiseline prema siréetnoj je bio 25,8:1,

Sto je 6,5 puta viSe od dobijenih vrednosti kada je kao izvor ugljenika koriS¢ena glukoza.
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Veliki broj mikroorganizama ima sposobnost sintetisanja ¢ilibarne kiseline koris¢enjem
raznih izvora  ugljenika  (Mannheimia  succiniciproducens, Anaerobiospirillum
succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes, Escherichia coli, Yarrowia lipolytica,
Saccharomyces cerevisiae) (Carvalho i sar., 2014). Sojevi mikroorganizama kao §to su Basfia
succiniciproducens DD1 (Scholten i sar., 2009) i Anaerobiospirillum succiniproducens (Lee i
sar., 2010) mogu je sintetisati koris¢enjem otpadnog glicerola kao izvor ugljenika. Razvijen je i
kontinualni proces proizvodnje ¢ilibarne kiseline od otpadnog glicerola pomocu bakterije Basfia
succiniciproducens DD1 (Scholten i sar., 2009).

2.4.5 Glicerolska kiselina

Glicerolska kiselina se dobija u malim koli¢inama kao sporedni proizvod proizvodnje
dihidroksiacetona od glicerola pomoc¢u Gluconobacter sp. Koris¢enjem soja koji je izolovan iz
trule jabuke, prinos glicerolske kiseline je zavisio od prisustva CaCl kao i drugih jedinjenja u
tragovima prisutnih u otpadnom glicerolu. Zapazeno je i da pocetna pH vrednost od 6,0 stimulise
rast mikroorganizama, kao i da vremenom pH pada do 2,5, sto dodatno potpomaze poveéanju

produkcije glicerolske kiseline (De Ley i sar., 1970).

2.4.6 Propionska kiselina i trehaloza

Propionska kiselina (CH3CH2COOH) je univerzalni konzervans dobijen direktno
metaboli¢kim putem slicnom dobijanju ¢ilibarne kiseline. Sa povecanjem mogucénosti primene
propionske kiseline u industriji, odnosno u proizvodnji rastvaraca, pesticida, vestackih zacina,
termoplastike i farmaceutskih proizvoda, rastu i o¢ekivanja za razvoj biotehnoloskih procesa
njene proizvodnje.

Bakterije Propionobacterium acidipropionici, Propionobacterium acnes i Clostridium
propionicum su tri glavna soja bakterija koji proizvode propionsku kiselinu koriste¢i glicerol.
Glicerol je po mnogim autorima obecavajuéi supstrat u pogledu prinosa i produktivnosti (Himmi
i sar., 2000; Ruhal i Choudhury, 2012a).
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Trehaloza, redukujuéi disaharid sa nutritivnim osobinama, koristi se kao stabilizator za
terapeutske proizvode, kao Sto su Herceptin 1, Avastin 1, Lucentis 1 i Advat. Bakterija
Propionobacterium freudenreichii subsp. shermani moze proizvesti propionsku, mle¢nu kiselinu
i trehalozu koris¢enjem otpadnog glicerola kao izvor ugljenika (Ohtake i Wang., 2011; Ruhal
i Choudhury, 2012a).

2.4.7 Otpadni glicerol kao sirovina za dobijanje mle¢ne Kiseline

Mikroorganizmi mogu da koriste otpadni glicerol kako bi proizvodili organske Kiseline,
kao $to su mlecna, Cilibarna, siréetna, propionska, fumarna, limunska i druge (Lee 1 sar., 2010;
Prada-Palomo i sar., 2012; Pott i sar., 2013; Ruhal i Choudhury, 2012a; Zhou i sar., 2014).
Mlecna kiselina (2-hidroksipropanska kiselina) je najrasprostranjenija karboksilna kiselina koja
se javlja u dva izomerna oblika, kao L (+) desnogira i D (-) levogira.

Predstavlja vredno, viSenamensko jedinjenje koje se koristi u hemijskoj, farmaceutskoj,
prehrambenoj i polimernoj industriji (Jokovi¢, 2010; Okano i sar., 2010). Americka Agencija za
hranu i lekove (FDA) je oznacila mle¢nu kiselinu kao bezbednu supstancu za humanu upotrebu
(GRAS — Generaly Recognized As Safe) pa se ona proizvodi u znac¢ajnim koli¢inama i koristi u
prehrambenoj industriji (Jokovi¢, 2010). Zbog kiselosti 1 antimikrobnog delovanja, koristi se kao
acidulant i konzervans u prehrambenoj i konditorskoj industriji (Rakin i sar., 2007). U
farmaceutskoj industriji se koristi kao slobodna kiselina koja poseduje humektantna,
antimikrobna i blago-eksfolijantna dejstva i u obliku polimera (Jokovi¢, 2010).

Mlecna kiselina mozZe biti proizvedena hemijskom sintezom ili mikrobioloSkim
procesima. MikrobioloSkim procesima se proizvodi u hranljivim podlogama sa glukozom,
saharozom 1li skrobom, koji se dobijaju od kukuruza, krompira, je¢ma 1 drugih ljudskih
namirnica. Zbog toga, proizvodnja mle¢ne kiseline od otpadnog glicerola bi garantovala
industrijsku odrzivost u smislu nekonkurentnosti sa hranom (Prada-Palomo i sar., 2012).
Najpogodniji na¢in dobijanja mlecne kiseline su bakterijske fermentacije zbog brzine izvodenja,
moguénosti izvodenja na jeftinim supstratima, blagih neophodnih uslova i zanemarljiv prinos

nusproizvoda (Serna-Cock i Stouvenel, 2005).
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Bakterije mlecne kiseline (BMK) su najznacajniji producenti mlecne kiseline. Na osnovu
podataka dobijenih molekularnim metodama svrstane su u 16 rodova: Aerococcus, Alloiococcus,
Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Glabicatella, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, —Streptococcus, —Tetragenococcus,
Vagococcus i Weissella (Axelsson, 1998). DugogodiSnje koriS¢enje ovih bakterija, kao i
mnogobrojne metabolicke karakteristike, doveli su do znacajnih razliitth primena ovih
mikroorganizama u industriji (Leroy i De Vuyst, 2004).

Objavljeni su rezultati viSe istrazivanja u kojima je proucavana mikrobioloska konverzija
otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela u mleé¢nu kiselinu (Choubisa i sar., 2012; Doi, 2015;
Karunakaran i sar., 2014; Murakami i sar., 2016; Vodnar i sar., 2013). Vodnar i sar. (2013) su
proucavali mogucnost dobijanja mlecne kiseline pomocu soja plesni Rhizopus oryzae NRRL 395
pri ¢emu su kao izvor ugljenika koristili otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela od sojinog ulja.
Najvisi prinos mlecne kiseline od 3,72 g/g (48 g/l) glicerola, postignut je u podlozi koja je
sadrzala 75 g/l otpadnog glicerola. Takode, pod istim uslovima, zapaZen je i dobar mikrobni rast
uz postizanje prinosa biomase od 0,72 g/g glicerola.

Objavljeni su i rezultati istrazivanja sa bakterijama Bacillus sp. (KF781350) i
Lactobacillus delbrueckii i Lactococcus lactis subsp. lastrain. U podlozi koja je sadrzala 20 g/
otpadnog glicerola, Bacillus sp. (KF781350) je produkovao najvise mleéne kiseline (5,1 g/1)
(Karunakaran i sar., 2014), dok su sojevi Lactobacillus delbrueckii i Lactococcus lactis subsp.
Lastrain, u podlozi sa istim sadrzajem otpadnog glicerola takode, produkovali najvise mle¢ne
kiseline, pri ¢emu su maksimalne postignute koncentracije iznosile 4,37 g/l, odnosno 2,26 gl/l,
respektivno (Choubisa i sar., 2012).

Poznato je da neki sojevi bakterije Enterococcus faecalis mogu koristiti glicerol, odnosno
otpadni glicerol kao izvor ugljenika i produkovati mle¢nu kiselinu (Doi, 2015; Feng i sar., 2014;
Hong i sar., 2009; Mazumdar i sar., 2010; Murakami i sar., 2016; Tian i sar., 2012; Vodnar i sar.,
2013). Doi (2015) i Murakami i saradnici (2016) su u podlogama sa otpadnim glicerolom gajili
modifikovane sojeve bakterije E. faecalis. Bakterijama su pogodovali uslovi za rast i ostvarena

produkcija mle¢ne kiseline bila je ¢ak i visa od 50 g/1 (55-58 g/l).
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2.4.8 Ksantan

Mikrobni polisaharidi, poznati kao gume, egzopolisaharidi i endopolisaharidi,
predstavljaju vaznu grupu polimera zbog sposobnosti formiranja gelova i viskoznih rastvora koji
se proizvode u industriji (Morris i sar., 2012). Ksantan, odnosno ksantan guma, najznacajniji je
mikrobni polisaharid sa svetskom proizvodnjom od priblizno 30000 t godisnje (Desplanques i
sar., 2012). Ovaj polisaharid ima Siroku komercijalnu primenu u industriji hrane, farmaceutskih
proizvoda, kozmetike i poljoprivrednih proizvoda (Moraes i sar., 2010).

Komercijalno dostupna ksantan guma ima relativno visoku cenu zbog glukoze ili
saharoze koje se koriste kao jedini izvor ugljenika u njegovoj proizvodnji. Medutim, ksantan se
moze dobijati i od industrijskog ili poljoprivrednog otpada (Branddo i sar., 2013; Salah i sar.,
2011). Generalno, postoji izobilje alternativnih podloga za produkciju industrijskih polisaharida,
koje su znatno jeftinije od podloga sa glukozom i drugim Se¢ernim izvorima ugljenika. Upotreba
jeftinijih nejestivih sirovina ¢e znatno smanjiti troskove proizvodnje ksantana (Brand&o i sar.,
2013).

Istrazivanja sa sojem Xanthomonas campestris (mangiferaeindicae 2103) su pokazala da
se ksantan moze uspes$no dobijati koris¢enjem otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela kao
izvora ugljenika (Brand&o i sar., 2007; 2013). Fermentacija je izvodena u Sarznim uslovima, a
viskozitet fermentacione tecnosti je bio 30 % veéi nego §to je to kod fermentacije sa saharozom.
Molekulska masa i prinos dobijenog ksantana od otpadnog glicerola su povecani u odnosu na
ksantan dobijen od saharoze na komercijalni na¢in sa 28,2 x10°8 g/g na 36,2 x10° g/g, odnosno sa
0,21 g/g na 0,36 g/g. Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela se pokazao kao znacajna i lako
dostupna sirovina za proizvodnju ksantan gume (Brandéo i sar., 2013).

2.4.9 n — Butanol

Proizvodnja n-butanola kao alternativnog goriva je od posebnog znacaja jer nudi bolje
fizicke karakteristike u odnosu na etanol. Glicerol, kao sporedni proizvod u proizvodnji

biodizela, je, takode, koris¢en kao supstrat za produkciju n-butanola.
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Maksimalna produktivnost od 0,28 g/I/h n-butanola je dobijen pomo¢u Gram pozitivne
anaerobne bakterije Clostridium pasteurianum sa pocetnom koncentracijom glicerola u
hranljivoj podlozi od 25 g/l na 37 °C (Swati i sar., 2013). Jensen i sar. (2012a; 2012b) su ostvarili
produktivnost n-butanola od 1,3 g/l/h izvodenjem in-situ izdvajanja n-butanola.

Kultura C. pasteurianum DSMZ 525 se pokazala kao pogodan soj za proizvodnju n-
butanola na meSovitim kombinovanim podlogama sa glicerolom i hidrolizatima biomase.
Dobijanje n-butanola se lakSe odvija i ne stvara se aceton kao sporedni proizvod. U ovom slu¢aju
ispitivano je dobijanje n-butanola na razli¢itim temperaturama, kao 1 pri razli¢itim
koncentracijama supstrata. Najbolja produkcija butanola je ostvarena na temperaturi od 37 °C
(Sabra i sar., 2014). Objavljeno je i da se soj Clostridium acetobutylicum KF 158795 pokazala
kao obecavajuci producent n-butanola koris¢enjem glicerola kao supstrata i da je produkovala
13,57 g/l n-butanola za 96 h pod optimalnim uslovima (Yadav i sar., 2014).

2.4.10 Etanol

Etanol se najcesc¢e dobija alkoholnom fermentacijom. Ima mnogo moguénosti primene,
pri ¢emu se najceS¢e koristi kao rastvara¢, dezinfekciono sredtvo, energent, u proizvodnji
alkoholnih pica i za proizvodnju termometara. Pachysolen tannophilus (CBS4044) je koriséen za
proizvodnju etanola fermentacijom otpadnog glicerola u polukontinualnim uslovima. Ova
bakterija je omogucila 50 % v/v potros$nje 1 konverzije glicerola (Baek i sar., 2011).

K. pneumoniae (GEM167) je kori$¢ena za proizvodnju etanola od otpadnog glicerola
izvodenjem fermentacija pod SarZznim i polukontinualnim uslovima, pri ¢emu je ostvarena
produktivnost od 0,93 g/I/h (Fakas i sar., 2009). E. coli se, takode, moze koristiti za proizvodnju
etanola. Kako bi se povecala proizvodnja etanola, odredeni sojevi se podvrgavaju modifikaciji,
pa je tako soj SY03 konstruisan inaktivisanjem fumarat-reduktaze i fosfat-acetiltransferaze, $to je
omogucilo produkciju 1 mol etanola i 1 mol vodonika potroSnjom jednog mola glicerola

(‘Yazdani i sar., 2008).
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2.4.11 Vodonik

Vodonik je jedini energent Cijim se sagorevanjem dobija samo voda kao sporedni
proizvod, pa samim tim drasticno smanjuje emisiju Stetnih gasova. Ovo ga ¢ini potencijalno
idealnim ekoloskim gorivom buduc¢nosti, koje se moze dobijati na potpuno ekoloski nacin.
Poznato je da se otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela moze koristiti kao sirovina za dobijanje
vodonika mikrobnim fermentacijama (Priscilla i sar., 2009; Sarma i sar., 2012).

Veliki broj sojeva vrste Clostridium mogu proizvoditi vodonik izvodenjem fermentacija u
polukontinualnim uslovima. C. freundi H3 proizvodi vodonik (0,94 mol/mol) fermentacijom
Cistog glicerola (Rahul i sar., 2012). U toku fermentacije, termotolerantna Klebsiella pneumoniae
TR17 formira 20 g/l vodonika u Sarznim i kontinualnim uslovima fermentacije (Yung i sar.,
2013). Predtretiran otpadni glicerol moze biti fermentisan do vodonika pomocu
Rhodopseudomonas palustris CGAO009, crvene nesumporne fotosintetske bakterije, koja
produkuje 6,1 mol/h/mol glicerola (Pott i sar., 2013).

Objavljeno je da se pomocu soja Paenibacillus macerans moze posti¢i prinos vodonika
od 0,80 mol/mol glicerola, koris¢enjem glicerola kao jedinog izvora ugljenika (Saurabh i sar.,
2013). Navedeni prinos je nizi u odnosu na kasnije postignute sa R. palustris i Enterobacter
aerogenes (Saurabh i sar., 2013). Sprovedena su i istrazivanja u kojima su fermentacijom
glicerola pomoc¢u Enterobacter aerogenes HU-101 dobijeni vodonik i etanol (Ito i sar., 2005).
Zbog prisutnih necistoca iz biodizela, prinos vodonika je bio slabiji kod gajenja sa otpadnim
glicerolom nego sa Cistim glicerolom. Maksimalna brzina produkcije vodonika je bila 63
mmol/L/h (Ito i sar., 2005).

2.4.12 Biopolimeri

Poliglicerolni estri se koriste kao antistati¢ki ili antizamagljivacki aditivi, lubrikanti ili
plastifikatori. Od glicerola se mogu dobiti izvodenjem selektivne esterifikacije (Clacens i sar.,
2002). Poliestri imaju Siroku primenu, a naj¢esce se koriste u tekstilnoj industriji, za proizvodnju
ambalaze, kao pojacivaci elasticnosti gume i plastike itd. Sproveden je veci broj istrazivanja
moguénosti i primen;jljivosti Sinteze poliestara koris¢enjem glicerola (Kulshrestha i sar., 2005;

Nagata i sar., 1996; Stumbe i Bruchmann, 2004; Zhang i sar., 2005).
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Koller i saradnici (2005) su proucavali fermentacije u bioreaktorima koriste¢i osmofilne
mikroorganizme, glicerol i hidrolizovanu surutku kao komponente te¢ne podloge, u cilju
proizvodnje polihidroksialkanoata. Nekoliko istrazivaca je objavilo rezultate istrazivanja u
kojima su fermentacijom otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela, koji je koris¢en kao glavni
izvor ugljenika, dobijali biopolimere. Zapazeno je da su biopolimeri dobijani od otpadnog
glicerola, i to pri ograni¢enim koli¢inama izvora azota i fosfata. Amonijum-molibdat i
amonijum-sulfat su korisc¢eni kao izvor azota umesto amonijum-hlorida. Maksimalna produkcija
biopolimera 13,3 i 11,2 g/100ml je ostvarena pomoc¢u Bacillus sp. i Pseudomonas sp.
(Sathianachiyara i Devaraj, 2013).

Zapazeno je da Burkholderia cepacia ATCC 17759 produkuje poli-3-hidroksibutirat
(PHB) uz razli¢itu koncentraciju glicerola u rasponu od 3 do 9% (v/v). Primeceno je i da se sa
povecanjem koncentracije glicerola postepeno smanjivala biomasa, prinos polihidroksialkanoata
(PHA), kao i molekulska masa PHB. Koli¢ina fermentacione te¢nosti je postepeno povecavana
do zapremine od 200 I, sto je dovelo do povecanjem koncentracije biomase na 23,6 g/l i
polihidroksibutirata na 7,4 g/l (Zhu i sar., 2009).

Polihidroksialkanoati (PHA) predstavljaju prirodne unutaréelijske biopolimere koji se
dobijaju fermentacijom glicerola kao izvora ugljenika pomoc¢u nekih bakterijskih sojeva.
Halomonas sp. SA8, bakterija koja je izolovana iz uzoraka zemljista i sedimenata iz Finske,
skladisti unutar ¢elije PHA (56 %), koriste¢i otpadni glicerol kao izvor ugljenika (de Castroi sar.,
2014). PHA dobijen fermentacijom otpadnog glicerola pomoc¢u Pseudomonas mediterranea
(CFBP 5447) je odgovaraju¢ih karakteristika i moze se koristiti kao omekSiva¢ u meSavini
biopolimera za pakovanje hrane i lekova (Pappalardo i sar., 2014).

Objavljeno je, takode, da i Bacillus thuringiensis EGU45 efikasno produkuje razliCite
PHA pod optimalnim uslovima koriste¢i otpadni glicerol. U prisustvu visokog sadrzaja azota u
fermentacionoj podlozi, Bacillus thuringiensis EGU45 produkuje PHA u koncentraciji od 1,5-3,5
g/l (Kumar i sar., 2015). Takode, objavljeno je da neki rekombinantni sojevi E.coli, kao $to je to
soj oznafen JM109, produkuju biopolimere fermentacijom otpadnog glicerola u Sarznim

uslovima (Ganesh i sar., 2015).
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2.4.13 Mikrobno ulje

Ulje jednocelijskih organizama, ,,Single cell oil“, odnosno mikrobni lipidi, izazvali su
veliko interesovanje za primenu u industriji i imaju potencijal da zamene biljne triacilglicerole.
Polukontinualni sistemi omogucuju povecanje sadrzaja lipida, kao i gustine mikrobnih c¢elija.
Medutim, eksperimenti sa sojem Cryptococcus curvatus i otpadnim glicerolom izvedeni u ovim
sistemima su dali negativne rezultate u odnosu na produkciju lipida u SarZznim sistemima
(Chatzifragkou i sar., 2011). Priblizno ista koncentracija ¢elija je postignuta izvodenjem procesa
u Sarznom sistemu.

Visoka koncentracija ulja, iznad 70 %, dobijena je Sarznim kultivisanjem gljive
Thamnidium elegans (Chatzifragkou i sar.,, 2011), dok je 60,7 % lipida dobijeno u
polukontinualnom sistemu koris¢enjem kvasca Rhodotorula glutinis (Saenge i sar., 2011).
Trenutno su mnoga istrazivanja sa ¢elijama gljiva 1 kvasaca usmerena ka dobijanju visoke

koncentracije biomase i lipida u podlogama sa otpadnim glicerolom.

2.4.14 Otpadni glicerol kao dodatak sto¢noj hrani

Koris¢enje otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela kao dodatka hrani za Zivotinje,
posebno je atraktivho zbog visoke energetske vrednosti, kao i visoke stope usvajanja. Ova
mogucnost primene postaje sve popularnija zbog stvaranja velike koli¢ine viska otpadnog
glicerola, ali i zbog porasta cene kukuruza (Kerr i sar., 2007; Yang i sar., 2012).

Mnoga istrazivanja su fokusirana na energetsku i hranljivu vrednost, kao i na ucinak
otpadnog glicerola u sto¢noj hrani. Svarljiva energija otpadnog glicerola kod 85 % uzoraka je
bila u opsegu od 14,9-15,3 MJ/kg, dok je metaboli¢ka energija bila u opsegu od 13,9-14,7 MJ/kg
(Lammers 1 sar., 2008). Medutim, neophodno je imati u vidu prisustvo potencijalno opasnih
necisto¢a u otpadnom glicerolu iz proizvodnje biodizela, kao §to su kalijum, koji moze da
izazove ovlazivanje perja ili poremecaj balansa elektrolita u ishrani piladi (Cerrate i sar., 2006), i
metanol koji je toksi¢an (Cerrate 1 sar., 2006; Lammers 1 sar., 2008). ViSak glicerola u ishrani

zivotinja moze normalizovati fizioloski metabolizam (Yang i sar., 2012).
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Kao dodatak stocnoj hrani, otpadni glicerol je koriS¢en u ishrani prezivara i neprezivara.
Postignuti su znacajni rezultati, posebno kod neprezivara kao §to su svinje, kokosi nosilje i tovna
pilad. Za neprezivare, otpadni glicerol je odlian izvor energije, Sto pokazuje metabolicka
energija kod tovne piladi, kokosi nosilja i krmaca (15,2 MJ/kg, 15,9 MJ/kg i 13,4 MJ/kg,
respektivno) (Kerr i sar., 2007) i kod tovnih prasadi (15,9 MJ/kg azot-korigovano) (Lammers i
sar., 2008).

Otpadni glicerol dodat u hranu za prasad do 10 % od suve materije moze imati pozitivan
efekat na karakteristike tova. Upotreba glicerola za ishranu svinja nije imala znacajan uticaj na
kvalitet mesa (Schieck i sar., 2010). U ishrani jagnjadi, dodavanjem ¢ak do 15%, a kod mesnih
koza od 5% mase hraniva moze imati pozitivan efekat na randman klanja (Hampy i sar., 2008).
Dodatak precisé¢enog glicerola do 15 % od suve materije u hrani za mlecne krave je moguce bez

Stetnog efekta na unos hrane, produkciju i prinos mleka (Donkin i sar., 2009).

2.4.15 Otpadni glicerol kao sirovina za dobijanje antibiotika

Nedavne studije ukazuju na mogucnost koriS¢enja otpadnog glicerola kao izvora
ugljenika za mikrobiolosku proizvodnju antibiotika. Zeng i sar. (2013) su istrazivali moguénost
produkcije glikopeptidnog antibiotika vankomicina pomocu bakterije Amycalatopsis orientalis
KMU-VSO01 na hranljivoj podlozi sa otpadnim glicerolom. Pored otpadnog glicerola, u osnovnoj
podlozi su, kao izvori ugljenika, koriS¢eni glukoza, fruktoza, maltoza, saharoza, dekstrin i
rastvorljivi skrob. Otpadni glicerol je bio najefikasniji izvor ugljenika za rast bakterije i
produkciju vankomicina. Optimalna koncentracija glicerola u podlozi bila je 40-60 gll.
Maksimalna koncentracija vankomicina od 7,61 g/l i biomase od 15,8 g/l postignuta je nakon
120 h fermentacije. Prinos produkovanog vankomicina je bio 3,5 puta ve¢i u medijumu koji
sadrzi otpadni glicerol u odnosu na osnovnu podlogu. Rezultati pokazuju da je otpadni glicerol iz
proizvodnje biodizela dobar potencijalni izvor ugljenika za proizvodnju vankomicina kulturom
Amycalatopsis orientalis KMU-VS01 (Zeng i sar., 2013).
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Shin i saradnici (2011) su potvrdili da se otpadni glicerol moze uspesno Koristiti kao
alternativni izvor ugljenika u proizvodnji cefalosporina C pomoc¢u bakterije Acremonium
chrysogenum M35. U industrijskom procesu fermentacije za proizvodnju cefalosporina koristi se
glukoza, saharoza i biljna ulja kao glavni izvori ugljenika (Revin i sar., 1991). Medutim, bilo je
neophodno da se razviju efikasnije metode proizvodnje cefalosporinskog antibiotika sa jeftinijim
izvorima ugljenika, kao $to je otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela (Brakhage i sar., 2005).
Prethodne studije su pokazale da tokom rasta bakterije Acremonium chrysogenum M35 na
hranljivoj podlozi sa 3 % ulja pirin¢a i metioninom, kao izvorima ugljenika i azota, postoji
povecana proizvodnja cefalosporina C za oko 4,5 g/l odnosno na 7,4 g/l (Chae i sar., 2006).

Shin i saradnici (2011) istrazivali su uticaj otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela
kao izvora ugljenika u proizvodnji cefalosporinskog C antibiotika pomocu Acremonium
chrysogenum M35. Dodatak 4 % otpadnog glicerola u osnovni medijum povecava proizvodnju
cefalosporina C od 0,72 do 4,92 g/1. Otpadni glicerol se trosi sporije nego glukoza i dovodi do
manje kataboliCke represije. Rezultati istrazivanja ukazuju da se otpadni glicerol moze uspeSno
koristiti kao alternativa za metionin, biljna ulja i druge izvore ugljenika, kako bi se povecala
proizvodnja cefalosporina C na industrijskom nivou (Shin i sar., 2011).

Vecina aktinomiceta ima sposobnost kori$¢enja glicerola kao izvora ugljenika (Jonsbu i
sar., 2002). Bakterija Steptomyces hygroscopicus podjednako dobro raste i produkuje antibiotike
na podlogama sa sa Cistim, ali i sa otpadnim glicerolom (Gesheva i sar., 2005; Ili¢ i sar., 2013).
Izvor ugljenika znacajno utice na primarni 1 sekundarni metabolizam, odnosno na rast, razvoj 1
produkciju sekundarnih metabolita (Ili¢ i sar., 2013; Santos i sar., 2013).

Kultura bakterije S. hygroscopicus CH-7 izolovana je 1974. godine iz uzorka zemlje iz
Vojvodine (Vuceti¢ i sar., 1991). lIzolovani soj proizvodi antibiotske supstance koje deluju
inhibitorno na Gram pozitivne bakterije, kvasce 1 gljive. Pri fermentaciji u tecnoj podlozi, ovaj
s0j proizvodi smesSu antibiotika, pri ¢emu su izolovana i identifikovana tri antibiotika: polietarski
nigericin, polienski heksaen H-85 i makrodiolidni azalomicin B (elaiofilin) (Vuceti¢ i sar., 1991,
1994).
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Pored izvora ugljenika, znacajan uticaj na rast i produktivnost (biosintezu antibiotika)
ima 1 izvor azota (aminokiseline, neorganske soli, organske supstance). U vecini slucajeva,
postoji korelacija izmedu produkcije sekundarnih metabolita i porasta biomase, tako da je za
optimalnu produkciju antibiotika neophodan optimalni rast biomase. Istrazivanja sa sojem S.
hygroscopicus CH-7 su pokazala da derivati izatina, odnosno Schiff-ove baze, kao izvor azota,
imaju stimulativno dejstvo na rast i produkciju antibiotika (Ili¢, 2010; Ili¢ i sar., 2010). Derivati
izatina poseduju razlicite bioloske aktivnosti kao S$to su antimikrobna, antivirusna,
antikancerogena, anti-HIV i druge (Konstantinovi¢, 2007; Konstantinovi¢ i sar., 2008;

Premanathan i sar., 2012; Sriram i sar., 2006).

2.4.16 Otpadni glicerol kao izvor ugljenika za gajenje mikroalgi

Mikroalge se danas koriste za dobijanje raznih komercijalnih proizvoda. Odredeni sojevi
algi, kao Sto su: Anabaena sp., Botryococcus braunii., Scenedesmus acutus., Scenedesmus sp.,
Chlorococcum sp., Cladophora sp., Hydrodiction sp., Neochloris sp., Porphyridium sp.,
Spirulina maxima., Synechocystis sp., i Tetraselmis sp., predstavljaju veliki potencijal za
primenu u razli¢itim granama industrije (Svir¢ev, 2005).

Komercijalna proizvodnja algi u prehrambenoj industriji je sve aktuelnija, a najéesce se
koriste mikroalge iz rodova Chlorella, Scenedesmus i cijanobakterija Spirulina sp. (Blazencic,
2000). Znacajna upotreba biomase algi u prehrambenoj industriji je u cilju izolovanja alginata,
agara, karagenana i drugih supstanci koje mogu rastvore Ciniti viskoznim ili Zzelatinoznim.
Navedene supstance se koriste kao aditivi (modifikatori, zguSnjivaci, konzervansi) u tehnoloskim
postupcima odrZavanja konzistencije proizvoda, ugu$céivanja, stabilizacije nekih svojstava
proizvoda i konzerviranja (Svircev, 2005).

Zahvaljujué¢i sposobnosti mikroalgi da proizvode bioloSki aktivna jedinjenja 1 druge
supstance od velikog znacaja za ljudsko zdravlje, ovi mikroorganizmi sve ¢eS¢e postaju predmet
opseznih farmakoloskih istrazivanja. Preparati pripremljeni od alge Scenedesmus obliquus su

pokazali dobra svojstva u sluCajevima gde je bilo potrebno ubrzati regeneraciju tkiva.
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Medicinskim istrazivanjima je konstatovano da biomasa mikroalge roda Chlorella ima
antitumorsku aktivnost. Kuproflorofil izolovan iz Chlorella sp. u 98,5 % slucajeva (in vitro)
uni$tava mutantne sojeve Streptococcus sp., najcesce izazivace bolesti zuba (Spolaore i sar.,
2006; Svircev, 2005).

Kozmeti¢ko trziste se sve viSe opredeljuje za prirodne preparate sa antioksidativnim
svojstvima. Biomasa mikroalgi i cijanobakterija je idealni konstituent u proizvodnji finih krema
za lice zbog visokog proteinskog sadrzaja, bogatstva prirodnih pigmenata i vitamina. Najcesce se
koriste Arthrospira sp. i Chlorella sp. (Spolaore i sar., 2006).

Mikroalge imaju klju¢nu ulogu u akvakulturi i u pre¢iS¢avanju otpadnih voda. Mikroalge
koje se najceS¢e nalaze u otpadnim vodama sa visokom koncentracijom organskih jedinjenja,
najéesc¢e pripadaju rodovima Euglena i Chlamydomonas. U cilju uklanjanja hlora, kadmijuma, i
bakra iz industrijskih otpadnih voda, predlozena je zelena mikroalga Scenedesmus incrashlus,
prilikom biosorpcije selena najefikasniji soj je zelena alga roda Chlorella KR-1, prilikom
usvajanja kadmijuma pokazala se efikasna morska alga Tetraselmis suecica (Svircev, 2005).

Jednostavne ili primitivne alge (mikroalge) se mogu iskoristiti za proizvodnju razli¢itih
biorazgradivih goriva, kao $to su: metan, etanol, biodizel, prirodna ulja i vodonik (Colleta i sar.,
2011; Danilovi¢ i sar., 2014; Huesemann i Benemann, 2009; Kim N.J. i sar., 2011; Raya i sar.,
2015). Biomasa mikroalgi sadrzi tri osnovne komponente: ugljene hidrate, proteine i ulja. Za
proizvodnju biodizela vrlo je vazna frakcija prirodnog ulja koja sadrzi triacilglicerole. Mikroalge
mogu sadrzati triacilglicerole i vise od 60 % od svoje mase (Danilovic i sar., 2014; Tabernero i
sar., 2012).

Otpadni glicerol se moze uspe$no koristiti za proizvodnju dokozaheksaenoinske kiseline
(DHK) fermentacijom alge Schizochytrium limacinum (Pyle, 2008; Pyle i sar., 2008; Zhanyou i
sar.,, 2007), koja je prvi put predstavljena nakon izolacije iz uzorka morske vode sa
Mikronezijskog ostrva Yap 1994. godine (Honda i sar., 1998). IstraZivanja su pokazala da ova
alga ima drugacije osobine u odnosu na pripadnike iste vrste, kao §to su oblik ¢elije, drugacije

zoospore i usvajanje izvora ugljenika (Honda i sar., 1998).
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Dalja istrazivanja su pokazala da S. limacinum moze biti znaCajan producent
dokozaheksaenoinske kiseline (Nekahara i sar., 1996; Yaguchi i sar., 1997). DHK je vazna
omega-3 polinezasi¢ena masna kiselina za koju se pokazalo da ima korisne efekte kod prevencije
kardiovaskularnih bolesti, kancera, Sizofrenije 1 Alchajmerove bolesti (Branchey and Branchey,
2008; Hering i sar., 2007; Masson i sar., 2007; Simopoulos, 1999). Takode, ima vaznu ulogu kod
razvoja mozga odojcadi (Innis, 2007).

Sinteza omega-3 masnih kiselina se odvija u dve faze. U prvoj fazi dolazi do sinteze
masnih kiselina kratkog lanca od acetata. U vecini slucajeva, dobijena masna kiselina kraceg
lanca je oleinska kiselina (C 18:1, ®-9) (Pyle, 2008). Nakon sinteze oleinske kiseline, dolazi do
stvaranja polinezasicenih masnih kiselina duzeg lanca tokom niza reakcija dehidratacije i
elongacije (Pyle, 2008).

Vrlo mali broj mikroorganizama ima sposobnost da prirodno stvara omega-3 masne
kiseline. ViSe biljke 1 zivotinje nemaju tu sposobnost. Neki organizmi, ukljucujuéi i ljude, mogu
da sintetiSu vrlo male koli¢ine eikozapentenske ili dokozaheksaenoinske kiseline unosenjem
alfalinolenske kiseline, ali je konverzija veoma mala (Innis, 2007).

Komercijalna sirovina iz koje se dobijaju omega-3 masne kiseline je riblje ulje, ali Cesti
problemi koji se javljaju su neprijatan miris, prisustvo teskih metala i ograni¢enost snabdevanja
(Barclay i sar., 1994; Innis, 2007). Ribe prirodno ne proizvode omega-3 masne kiseline, ve¢ ih
unose ishranom, konzumiraju¢i alge, mikroorganizme i planktone (Simopoulos, 1999).

Razvoj proizvodnje DHK od otpadnog glicerola pomoc¢u mikroalgi predstavlja odli¢nu
priliku za obezbedenje alternativnog izvora omega-3 masnih kiselina (Chin i sar., 2006). Pored
toga, koli¢ine otpadnog glicerola bi se znatno smanjile.

Generalno, rezultati istrazivanja su pokazali da je otpadni glicerol iz proizvodnje
biodizela pogodan izvor ugljenika za fermentaciju algi. Gajenjem na otpadnom glicerolu, alge su
proizvele znatnu koli¢inu omega-3 nezasi¢ene masne kiseline (dokozaheksaenoinska kiselina)
(4,91 g/, sto predstavlja veliki potencijal otpadnog glicerola kao sirovine za omega-3 dodatke
ishrani (Pyle i sar., 2008).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Hemikalije

Za izradu ove disertacije, od hemikalija koris¢eni su:

- CaCoOs,

- CaClz x 2 H20,

- CH3COONa,

- Co(NOs3)2 x 6 H20,
- CuSO0s4 x5 H20,
- EDTA,

- FeS04 x 7 H20,
- H3BO;3,

- KoHPOg,

- KH2POq,

- KOH,

- MgS04 x 7 H20,
- MnSO4 x 7 H20,
- MnCl2 x 4 Hx0,
- MoOs3,

- NaCl,

- NaNQOs3,

- (NH4)2HPO4,

- ZnS0O4 X 7 H20,
- agar,

- etil-acetat,

- glicerol,

- glukoza,

- hloroform,



- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon,

- 5-hloroizatin-3-hidrazon,

- 5-hloroizatin-3-tozilhidrazon,

- izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon,

- izatin-3-hidrazon,

- izatin-3-tozilhidrazon,

- metanol,

- n-butanol,

- otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela od suncokretovog ulja,

- otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela od repi¢inog ulja,

- peptoni

- triptofan.

Sve hemikalije, osim otpadnog glicerola i derivata izatina, bile su farmaceutske ¢istoce
(Sigma Aldrich) i koriS¢ene su bez daljeg pre¢is¢avanja.

Od materijala, za pripremu podloga su koris¢eni i Ekstrakt kvasca (Torlak, Beograd),
Mesni ekstrakt (Torlak, Beograd), gotova meSavina za pripremu MRS podloge (Torlak, Beograd)

1 odmasceno sojino brasno (Sojaprotein, Becej).

49



3.2 Mikroroganizmi

3.2.1 Bakterija Enterococcus faecalis MK3-10A

Za biosintezu mlecne kiseline na podlogama sa ¢istim i otpadnim glicerolom, korisc¢en je
soj mlecnokiselinske bakterije Enterococcus faecalis MK3-10A, dobijen izolacijom iz sedam
meseci starog uzorka kajmaka (Jokovi¢, 2010). Kultura je ¢uvana u frizideru (+4° C) na MRS
agaru a pre svake serije eksperimenata, aktivirana je uzastopnim presejavanjem na 48 h u te¢noj
MRS podlozi (Torlak, Beograd). Skladistenje kulture je vrSeno u frizideru na MRS agaru i
temperature od +4°C.

3.2.2 Bakterija Streptomyces hygroscopicus CH-7

Biosinteza antibiotika na podlogama sa otpadnim glicerolom izvodena je pomocu soja
bakterije - aktinomicete Streptomyces hygroscopicus CH-7 (NCAIM(P) B-001336 JX429997.1)
iz kolekcije Grupe za mikrobiolosku hemiju Hemijskog fakulteta i Centra za hemiju Instituta za
hemiju, tehnologiju i metalurgiju, Univerziteta u Beogradu. Kultura Streptomyces hygroscopicus
CH-7 izolovana je 1974. godine iz uzorka zemlje iz Vojvodine (Vuceti¢ i sar., 1991). Za
zasejavanje je koris¢en inokulum star 48 h, koji je pripremljen u OSP bujonu (osnovna podloga
sa sojom) posle vise uzastopnih presejavanja na OSP agru, koji se koristi i za ¢uvanje kulture
(+4° C).

3.2.3 Jednocelijske alge izolovane iz slatkovodnih bara

Za proizvodnju ulja koris¢ena su cetiri izolovana soja mikroalgi, identifikovanih kao
pripadnici rodova: Chlorococcum, Chlorella, Desmodesmus i Scenedesmus (slika 3.1). Sojevi su
izolovani iz uzoraka vode slatkovodnih bara iz okoline Leskovca u Laboratoriji za

mikrobiologiju i prehrambene tehnologije, Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu, 2012. godine.
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d)
Slika 3.1 Mikroskopski izgled izolovanih jednocelijskih algi: a) Chlorococcum sp., b)
Chlorella sp., ¢c) Desmodesmus sp. i d) Scenedesmus sp. (foto Mikro-Lab TFL 2012., 60X)
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3.3 Hranljive podloge

3.3.1 Osnovne podloge za gajenje koriS¢enih mikroorganizama

Za gajenje mle¢nokiselinske bakterije Enterococcus faecalis MK3-10A je koris¢en MRS
(de Man, Rogosa, Sharpe) bujon (pH 6,4) (Torlak, Beograd) sledeceg sastava (g/1):

Pepton 10,0
Mesni ekstrat 10,0
Ekstrat kvasca 50
Glukoza 20,0
K2HPO4 2,0
CH3COONa 5,0
MgSO4 x 7 H20 2,5
MnSO4 x 7 H20 0,2

Priprema se vrsi sterilizacijom prethodno rastvorenih 55,8 g suve podloge u 1000 ml
hladne destilovane vode.

Soj bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 (NCAIM (P) B-001336) je gajen i cuvan
na OSP agru i bujonu (pH 6,9) sledec¢eg sastava (g/1):

Glukoza 15,0
Odmasceno sojino brasno 10,0

(Sojaprotein, Becej) (6% masti)

CaCOs 3,0
NaCl 3,0
MgSO4 x 7 H20 0,5
(NH4)2HPO4 0,5
K2HPO4 1,0
Agar (za ¢vrste podloge) 15,0

Nakon pripreme, osnovna podloga sa sojom je sterilisana u autoklavu (20 min, 120°C).
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Za izolaciju i gajenje izolovanih sojeva slatkovodnih mikroalgi koris¢ena je tecna BBM

podloga (Bolds Basal Medium) (pH 6,6) sledeceg sastava (g/1):

NaNO3 0,249
CaClz x 2 H20 0,025
MgSO4 x 7 H20 0,075
KoHPO4 0,072
KH2PO4 0,175
NaCl 0,025
EDTA 0,16

KOH 0,077
FeSO4 x 7 H20 0,012
H3:BO3 0,028
ZnS0O4 X 7 H20 0,019
MnClz x 4 H,0O 0,004
MoOs3 0,002
CuSO4 x5 H0 0,004
Co(NOz)2 x 6 H20 0,001

Za pripremanje BBM podloge, kori$¢eni su rastvori svih komponenti, ne stariji od 2
dana, u koncentracijama zadatim po uputstvu za pripremu podloge (Stein, 1980). Za pripremu
¢vrste podloge je dodavan agar (15 g/l), a nakon pripreme, podloga je sterilisana u autoklavu

(121 °C; 15 minuta).

3.3.2 Podloge izmenjenog sastava

U cilju utvrdivanja uticaja otpadnog glicerola kao izvora ugljenika na mikrobni rast i
biosintezu mle¢ne kiseline (Enterococcus faecalis MK3-10A), antibiotika (Streptomyces
hygroscopicus CH-7) i ulja algi (izolovani sojevi jednocelijskih slatkovodnih algi) u osnovne
podloge (MRS i OSP), umesto konvencionalnog izvora ugljenika (glukoza), kao i u podloge u

kojima nije predviden sadrzaj izvora ugljenika (BBM), dodavan glicerol.
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Kori$¢en je otpadni nepreciSceni glicerol iz proizvodnje biodizela od suncokretovog i
repi¢inog ulja, kao i Cist glicerol (Sigma Aldrich, 99,5 %). Otpadni glicerol dobijen je u
Laboratoriji za hemijsko inzenjerstvo, Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu.

U cilju prac¢enja produkcije antibiotika pomoc¢u bakterije Streptomyces hygroscopicus
CH-7, osim izvora ugljenika, menjan je i izvor azota. Umesto sojinog brasna kao izvora azota u
osnovnoj podlozi, dodavane su izatinske Schiff-ove baze kombinovane sa aminokiselinom
triptofanom, kao i samo triptofan.

Koriséeni su slede¢i derivati izatina: izatin-3-tozilhidrazon, izatin-3-hidrazon, izatin-3-
(4°-hidroksi)benzoilhidrazon,  5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazon,  5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon i 5-hloroizatin-3-hidrazon. lzatinske Schiff-ove baze su sintetisane u otpadnom

glicerolu po postupku koji je opisan u poglavlju 3.4.1.

3. 4 Metode

3.4.1 Sinteza derivata izatina u otpadnom glicerolu

Kori$¢eni derivati izatina (izatin-3-tozilhidrazon, izatin-3-hidrazon, izatin-3-(4'-
hidroksi)benzoilhidrazon, 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon, 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon i 5-hloroizatin-3-hidrazon), sintetisani su reakcijom ekvimolskih koli¢ina izatina i
komponenti amina u otpadnom glicerolu dobijenom u proizvodnji biodizela od suncokretovog
ulja, kao zelenom rastvarac¢u, u Laboratoriji za organske hemijske tehnologije Tehnoloskog
fakulteta u Leskovcu.

Iz otpadnog glicerola dobijenog iz proizvodnje biodizela od suncokretovog ulja, koji je
koriS¢en za sintezu derivate izatina, uklonjen je viSak metanola destilacijom. Nakon destilacije,
kiselost je podeSena na pH 5, dodavanjem fosforne kiseline (85 %). Neorganske soli, nastale u

ovoj fazi, uklonjene su centrifugiranjem (15 min na 400 min™).
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3.4.2 1zolacija mikroalgi iz uzoraka vode slatkovodnih bara

Za izolaciju slatkovodnih mikroalgi, koriS¢eni su uzorci vode iz slatkovodnih bara
(okolina Leskovca), za koje je pretpostavljeno da ih sadrze u veéem broju i koncentraciji.
Izolacija slatkovodnih mikroalgi izvodena je primenom metode serijskog razblazenja i
konbinovanjem sa metodom izolacije na agarnim plo¢ama.

Metoda serijskog razblazenja zasnovana je na izvodenju serija razblazenja pri ¢emu Su
uzorci veéeg razblazenja presejavani u te¢nu, kao i na ¢vrstu podlogu. Nakon inkubacije na 24
°C u toku 15 dana, pojedinacne kolonije koje su bile ¢iste (monokultura) prenosSene su na nove
¢vrste i teCne podloge u cilju dobijanja unialgalne kulture. Uzorci vode sa algama, najpre su

zasejavani u 300 ml BBM podloge, a potom i na agarne ploce.

3.4.3 Izvodenje fermentacije sa sojem Enterococcus faecalis MK3-10A

Fermentacija sa sojem Enterococcus faecalis MK3-10A je izvodena pod anaerobnim
uslovima (bez muckanja) u erlenmajerima od 500 ml (300 ml podloge), koji su drzani u
inkubatoru na temperaturi od 28 °C. Kao inokulum je kori$¢ena kultura stara 48 h, dodavana u
koli¢ini od 2 % od ukupne zapremine fermentacione te¢nosti. Pod sterilnim uslovima, na svaka 2
h, uzorkovano je po 10 ml fermentacione te¢nosti za merenje mikrobnog rasta (OD 620 nm),
koncentracije glukoze, glicerola i produkovane mlecne kiseline u toku procesa fermentacije koji

je pracen 24 h.
3.4.4 1zvodenje fermentacija sa sojem Streptomyces hygroscopicus CH-7
Fermentacije sa sojem bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 izvodene su u
erlenmajerima od 500 ml (300 ml podloge), uz muckanje (170 min™) (slika 3.2) na temperaturi

od 28 °C toku 168 h (8 dana), pri ¢emu je na svaka 24 h, pod sterilnim uslovima, uzorkovano po

10 ml fermentacione te¢nosti za analize.
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Za inokulisanje, koris¢ena je kultura starosti 48 h, koja je dodavana u koli¢ini od 2 %
racunato na ukupnu zapreminu fermentacione tecnosti. IstraZivanjima u kojima je proucavan
uticaj starosti inokulima na produkciju antibiotika, utvrdeno je da se maksimalna produkcija

postize sa inokulumom starim 48 h (Elibol i sar., 1995; Ili¢, 2010).

Slika 3.2 Gajenje bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7

3.4.5 Gajenje mikroalgi u podlogama sa sa glicerolom

Pri konstantnom osvetljenju, tokom 30 dana, gajene su izolovane jednocelijske alge u
1000 ml BBM podloge, na rotacionoj muékalici (140 mint), na temperaturi od 22 °C (slika 3.3).
U BBM podlogu je dodavan ¢ist i otpadni glicerol, dobijen proizvodnjom biodizela iz
suncokretovog i repic¢inog ulja, u koli¢ini od 15 g/l. Inokulisano je tako da je vrednost

apsorbance, merene na A = 620 nm, nakon zasejavanja iznosila priblizno 0,05 (Reda i sar 2011).
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Rast algi pracen je spektrofotometrijski, merenjem opticke gustine (ODe2), a
koncentracija suve biomase je odredena po zavrSetku procesa, nakon ulaska algi u stacionarnu
fazu. Za odredivanje mikrobnog rasta i koncentracije glicerola, izvodeno je uzorkovanje po 3 ml

fermentacione te¢nosti pod sterilnim uslovima na svaka tri dana (72 h).

Slika 3.3 Gajenje mikroalgi

57



3.5 Analiticke metode

3.5.1 Praéenje mikrobnog rasta

Mikrobni rast kulture Enterococcus faecalis MK3-10A i izolovanih slatkovodnih
mikroalgi  (Chlorococcum,  Chlorella,  Desmodesmus,  Scenedesmus), pracen je
spektrofotometrijski na A = 620 nm, kori§¢enjem Cole Parmer 2100 UV/VIS spektrofotometra. U
velikom broju objavljenih istrazivanja, rast algi pracen je na A = 680 nm (Reda i sar., 2011,
Zhang i sar., 2014).

Medutim, izvodenjem probnih fermentacija, ¢iji rezultati nisu prikazani, utvrdeno je da
necistoce iz otpadnog glicerola stvaraju smetnje prilikom merenja, a dobijane vrednosti nisu bile
realne, pa je zbog toga rast biomase algi pra¢en na A = 620 nm, na kojoj je takode moguce
efikasno pratiti mikrobni rast (Held, 2011). Dok su alge izolovane, preci§¢avane i gajene u
podlogama za izolaciju, izvodena su paralelna merenja apsorbanci na 680 i1 620 nm, pri ¢emu je
ustanovljeno da je jedina razlika u tome $to su vrednosti dobijane na 680 nm za oko 25 % viSe.

Rast bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 je praen odredivanjem koncentracije
suve biomase (SBM). SBM je odredivana suSenjem vlazne biomase, dobijene centrifugiranjem
(2000 mint; 5 min) 10 ml uzorka fermentacione te¢nosti, na 105 °C do konstantne mase.
Merenje apsorbance (A = 620 nm) fermentacione tecnosti nije bilo moguce zbog pojave i rasta
kolonija koje se brzo taloZe. Veli¢ina kolonija, zavisno od sastava hranljive podloge i uslova

rasta, moze biti 0,3-4 mm.

3.5.2 Odredivanje koncentracije glicerola, mle¢ne Kkiseline i glukoze

Promena koncentracija glicerola, glukoze i mle¢ne kiseline odredivana je primenom
HPLC metode. Uzorci fermentacione tecnosti (10 ml) su najpre centrifugirani (20 min., 3000
min), supernatant je izdvajan odlivanjem, a potom filtriran kroz mikrofiltere sa porama veli¢ine
0,45 pum. Za razdvajanje komponenti, kori§¢ena je kolona Aminex HPX-87H (7,8 x 300 mm,
Biorad Laboratories) na hromatografu Agilent 1100 Series. Nakon nanoSenja 20 pl uzorka, za

eluiranje je koris¢en rastvor sumporne Kiseline koncentracije 5mM na temperaturi od 50°C.

58



Protok eluenta je bio 0,6 ml/min. Glicerol, glukoza i mlec¢na kiselina su detektovani pomocu IR
detektora na osnovu retencionog vremena standardnih rastvora Cistog glicerola, glukoze i mleéne

kiseline, a koncentracije su izraCunate na osnovu standardnih prava.

3.5.3 Odredivanje koncentracije antibiotika

Koncentracija antibiotika heksaena H-85 i azalomicina B (elaiofilin) je odredivana
spektrofotometrijski (Perkin-Elmer Lambda 15 UV/ VIS spektrofotometar) na A = 364 nm,
odnosno A = 252 nm. Ekstrakcija heksaena H-85 iz fermentacione te¢nosti je radena n-butanolom
(1:4), a azalomicina B etil-acetatom (1:2). Smesa fermentacione te¢nosti i organskog rastvaraca
je muckana (Vortex) nakon ¢ega su odvajani n-butanolni i etil acetatni slojevi.

Apsorbanca butanolnog ekstrakta je merena na A = 364 nm a koncentracija heksaena H-
85 izracunata je po formuli (Karadzi¢ i sar., 1991):

v (ng/ml) = Aszes - 66,7

pri ¢emu je Asss— izmerena apsorbanca na 364 nm.

Koncentracija azalomicina B, odredivana je merenjem apsorbance na 252 nm i
izratunavanjem po formuli (Arai, 1960):

v (ng/ml) = Azs2- 25,3

pri ¢emu je Azs2 — izmerna apsorbanca na 252 nm.

3.5.4 Odredivanje sadrzaja ulja algi

Suva biomasa algi je dobijena susenjem taloga izdvojenog centrifugiranjem ukupne
koli¢ine uzorka sa algama nakon zavrSetka procesa (30 dana), na 105 °C do konstantne mase
(Takagi i sar., 2006). Sadrzaj ulja algi odredivan je gravimetrijski, nakon ekstrakcije iz suve
biomase algi i1 razdvajanja ekstrakcionog sredstva uparavanjem na vakuum uparivacu.
Ekstrakcija ulja je izvodena primenom Bligh-Dayer-ove metode. Za ekstrakciju je primenjivan
sistem dva organska rastvaraca (nepolarni i polarni), U ovom sluc¢aju hloroform i metanol (2:1
v/v), a ekstrakcija je radena na 25° C. Alge i smesSa rastvaraca su mesSane U epruvetama (1:5) na

vorteksu 30 s, a potom centrifugirane na 2000 min™.
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Centrifugiranjem, pored taloga, izdvajaju se dva sloja: hloroformski i metanolni.
Hloroformski sloj je uparen do suva, nakon Cega je merena masa ulja (Iverson i sar., 2001;
Kumari i sar., 2012). Kinetika produkcije ulja nije pracena zbog nemoguénosti dobijanja

znacajne koli¢ine biomase u laboratorijskim uslovima.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Biosinteza mlecne kiseline bakterijom Enterococcus faecalis
MK3-10A

U ovom delu rada prikazani su rezultati dobijanja mlecne kiseline gajenjem bakterije
Enterococcus faecalis MK3-10A na podlogama sa razli¢itim izvorima ugljenika, i t0: smesa
glukoze 1 ,,Cistog* ili otpadnog glicerola, dobijenog u proizvodnji biodizela od suncokretovog i
repi¢inog ulja (u ovom delu oznaceni kao glicerol SU i glicerol RU), kao i ha podlogama koje su
sadrzale samo ,,¢ist* ili otpadni glicerol. Bakterija je gajena u MRS podlozi standardnog sastava
(20 g/l glukoze), kao i u MRS podlogama u kojima je deo glukoze (5 g/l) zamenjen Cistim i
otpadnim glicerolom. Ranija istrazivanja su pokazala stimulativno dejstvo kombinovanih izvora
ugljenika na primarni i sekundarni metabolizam bakterija (Fonte i sar., 2013; Ili¢, 2010).

Tokom fermentacija koje su izvodene u uslovima bez muc¢kanja u termostatu na
temperaturi 28 °C, pracen je mikrobni rast (opti¢ka gustina podloge) i koncentracije glicerola,
glukoze 1 mle¢ne kiseline. Promene biomase (ODs20) i koncentracija glukoze, glicerola i mle¢ne
kiseline u toku mle¢nokiselinske fermentacije E. faecalis MK3-10A u MRS podlozi sa glukozom
(20 g/l), i podlogama sa dva izvora ugljenika (glukoza 15 g/l i glicerol 5 g/l) prikazane su na slici
4.1, dok su rezultati matematicke obrade podataka prikazani u tabeli 4.1.

Na slici 4.1a uocava se dobar rast bakterije E. faecalis MK3-10A u svim kori§¢enim
podlogama. Maksimalna koncentracija biomase se postize u podlozi sa glukozom, a nesto manja,
gotovo identi¢na u podlogama sa Cistim i otpadnim glicerolom SU. U podlozi sa glukozom i
otpadnim glicerolom RU, rast je smanjen u odnosu na ostale podloge. Faza uzdrzanog rasta (lag
faza) traje 2 h u podlogama sa glukozom i ¢istim glicerolom, 4 h u podlozi sa glicerolom SU i 6
h u podlozi glicerolom RU, nakon ¢ega nastupa faza eksponencijalnog rasta do 20 h
fermentacije, kada kultura ulazi u stacionarnu fazu. Kultura gajena u podlozi sa glukozom i

otpadnim glicerolom RU ulazi u stacionarnu fazu nakon 20 h fermentacije.
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Porast biomase dovodi do potrosnje glukoze (slika 4.1b) u prvih 20 h. U toku procesa
fermentacije na osnovnoj podlozi, gde je glukoza koris¢ena kao jedini izvor ugljenika, specifi¢na
brzina potroS$nje glukoze od 12 mg/ml/dan je najveca, pri ¢emu je utroSeno 61 % od ukupne
raspolozive koli¢ine.

Za razliku od osnovne podloge, na podlogama sa otpadnim glicerolom SU i ¢istim
glicerolom, specifi¢na brzina potro$nje glukoze je manja za 4 %, odnosno 6 %, respektivno, §to
je posledica kori$éenja jos jednog izvora ugljenika. lako je mikrobni rast nizi u podlozi u koju je
dodat otpadni glicerol SU nego §to je zapazeno u podlozi u koju je dodat ¢isti glicerol, potro$nja
glukoze je veéa za 8 %, $to ukazuje na stimulativno dejstvo glicerola na metabolizam glukoze.
Najniza potros$nja glukoze (46 %) ostvarena je u podlozi u sa dodatim otpadnim glicerolom RU,
u kojoj je ostvaren i najnizi rast, §to bi se moglo objasniti negativnim uticajem necistoca
prisutnih u otpadnom glicerolu.

Koncentracija glicerola, od pocetnih 5 g/, u podlogama sa ¢istim i otpadnim glicerolom
SU, odnosno glicerolom RU, smanji se za 35 %, 31 % i 26 %, respektivno, odnosno za 24 h
utrosi se 2,40 mg/ml/dan, 1,44 mg/ml/dan i 1,20 mg/ml/dan (slika 4.1c). Na osnovu dobijenih
rezultata potrosnje glukoze i glicerola u toku procesa fermentacije bakterije E. faecalis MK3-
10A, moze se zakljuciti da je mikrobni rast posledica, pre svega koriS¢enja glukoze kao lakse
iskoristivog izvora ugljenika.

Koncentracija mle¢ne kiseline, nezavisno od sastava podloge, prati rast i potroSnju izvora
ugljenika i povecava se do perioda stagnacije, koji nastupa nakon 20 h fermentacije, kod svih
podloga, osim u podlozi sa otpadnim glicerolom RU gde period stagnacije nastupa nakon 22 h
(slika 4.1d). Maksimalna koncentracija mle¢ne kiseline (16,02 mg/ml) postignuta je u podlozi sa
glukozom, dok je na podlogama sa glukozom 1 ¢istim, odnosno otpadnim glicerolom SU,
maksimalna koncentracija niza za 7 %, odnosno 10 %.

U odnosu na podlogu sa ¢istim glicerolom (13,95 mg/ml), u podlozi u kojoj je dodat
otpadni glicerol SU, dobijeno je neznatno manje mlecne kiseline (13,26 mg/ml). Dodatak
otpadnog glicerola RU u podlogu sa glukozom smanjuje produkciju mlecne kiseline.
Maksimalna koncentracija mle¢ne kiseline iznosi 11,83 mg/ml, pri ¢emu je prinos smanjen oko
26 % u odnosu na osnovnu podlogu sa glukozom, odnosno 22% u odnosu na podlogu u kojoj je

dodat otpadni glicerol SU.
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Na osnovu promene koncentracija glukoze, glicerola i mlecne kiseline, zakljucuje se da
bakterija E. faecalis ne koristi svu raspolozivu glukozu i glicerol iz podloge i da se rast
zaustavlja inhibitornim dejstvom produkovane mlecne kiseline, nakon 20-22 h. Poznato je da
mlecna kiselina u koncentraciji 1-2 % moze zaustaviti dalji mikrobni rast (Cenci i sar., 2002;

Gilliland, 2003; Gopal, 2003).
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Slika 4.1 Promena a) opticke gustine (biomase) bakterije E. faecalis MK3-10A, b) koncentracije glukoze, c) glicerola i d) mle¢ne

kiseline tokom fermentacije u podlozi MRS sa glukozom (¢), MRS podlogama sa glukozom i ¢istim glicerolom (m), otpadnim
glicerolom SU (A) ili RU (e)
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U nastavku ovog poglavlja prikazani su i rezultati proucavanja uticaja ¢istog i otpadnog
glicerola, kao jedinog izvora ugljenika (bez dodate glukoze), na mikrobni rast (OD620),
promenu koncentracije glicerola i koncentracije mlecne kiseline u toku 24 h mle¢nokiselinske
fermentacije pomocu bakterije E. faecalis MK3-10A (slika 4.2.). Sa slike 4.2a, koja prikazuje
promenu mikrobnog rasta sa vremenom, uoCava se da se najbolji rast postize u podlozi sa
otpadnim glicerolom SU (ODmax=0,642).

Takode, na podlozi sa otpadnim glicerolom SU ostvaren je najveci utrosak glicerola, 37
% od raspolozive koli¢ine, dok je na podlozi sa Cistim glicerolom iznosilo 34 %, §to je i
oc¢ekivano jer je glicerol bio jedini raspolozivi izvor ugljenika (slika 4.2b). Kod podloge sa
otpadnim glicerolom RU, zapaZen je najnizi mikrobni rast (0,396) i potro$nja glicerola (21 %),
§to se mozZe objasniti nepovoljnim i inhibitornim delovanjem necisto¢a sadrzanih u ovom tipu
otpadnog glicerola (slike 4.2a i 4.2b).

Maksimalna koncentracija produkovane mle¢ne kiseline (14,64 mg/ml) postignuta je na
podlozi sa otpadnim glicerolom SU, §to je ujedno i maksimalna vrednost dobijena fermentacijom
glicerola kao jedinog izvora ugljenika. Na podlozi sa ¢istim glicerolom dobijena je ne$to niza
vrednost maksimalne koncentracije mle¢ne kiseline (13,44 mg/ml). Kao posledica slabog rasta,
odnosno iskori$éenja izvora ugljenika, E. faecalis produkuje najmanje mlecne kiseline (8,16

mg/ml) gajenjem u podlozi sa otpadnim glicerolom RU (slika 4.2c).
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Tabela 4.1 Efekat Cistog i otpadnog glicerola na mikrobni rast (AODs2o od pocetne
vrednosti 0,050), promenu koncentracije (Agiuk, Agiic) 1 utrosak (%) izvora ugljenika kao i na
ostvarenu maksimalnu koncentraciju (Cmax*) i produkciju mle¢ne kiseline (YesMK ) u toku

fermentacije sa sojem Enterococcus faecalis MK3-10A

Izvor ugljenika (g/l) Karakteristike bioprocesa
G|IC€‘I’O| (AODGZO) Agluk Aglic CmaxMK YP/SMK
Glukoza ¢ F i
Cist Otgiﬂ”" Otgijdb”" i (mg/mlid) (%) (mg/mi/d) (%) mg/ml  (mg/mi/d)
20 - - - 0,755 12,00 61 - - 16,01 14,60
15 5 - - 0,686 8,16 55 2,40 35 1511 13,95
15 - 5 - 0,640 8,88 57 1,44 31 14,78 13,26
15 - 5 0,480 6,96 46 1,20 26 11,83 10,45
- 15 - 0,622 - - 6,48 34 14,65 13,44
- - 15 - 0,642 - - 6,96 37 15,78 14,64
- - - 15 0,396 - - 3,60 21 9,34 8,16

@ Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz suncokretovog ulja.
® Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz repi¢inog ulja.

Postignute maksimalne vrednosti prinosa mlecne kiseline 1 potros$nje glicerola gajenjem
E. faecalis MK3-10A u podlogama sa glukozom i glicerolom, kao i u podlogama samo sa
glicerolom, znatno su nize u odnosu na ostvarene rezultate sa nekim modifikovanim sojevima E.
faecalis i otpadnom glicerolom iz proizvodnje biodizela (Doi, 2015; Murakami i sar., 2016).
Objavljeno je da su maksimalne koncentracije mle¢ne kiseline dobijene u podlogama u kojima je
dodavan otpadni glicerol (30 g/l) iznosile 45 — 55 mg/ml, §to je, bez obzira na dvostruko vecu
koncentraciju glicerola, znatno vise nego Sto je ostvareno sa sojem E. faecalis MK3-10A.
Murakami i saradnici (2016), objavili su i rezultate istraZivanja sa modifikovanim sojem, gde je
mikrobni rast (ODe20) 44 % veci nego $to je ostvaren sa sojem E. faecalis MK3-10A. Neki
istrazivaci su objavili da modifikovani sojevi E.coli, K. pneumoniae i R. oryzae gajenjem u
podlogama sa glicerolom, mogu produkovati mle¢nu kiselinu u koncentraciji vecoj od 30 mg/ml
(Feng i sar., 2014; Hong i sar., 2009; Mazumdar i sar., 2010; Tian i sar., 2012; Vodnar i sar.,
2013).

Kako u navedenim uslovima bakterija E. faecalis MK3-10A nije produkovala zna¢ajnu
koli¢inu mle¢ne kiseline, moze se zakljuciti da nije pogodna za gajenje u cilju dobijanja mle¢ne

kiseline fermentacijom otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela.
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4.2 Biosinteza antibiotika bakterijom Streptomyces hygroscopicus CH-7

4.2.1 Biosinteza antibiotika na osnovnoj podlozi sa sojom uz dodatak ¢istog i

otpadnog glicerola

U cilju proucavanja moguénosti iskoriséenja otpadnog glicerola iz proizvodnje biodizela,
bakterija Streptomyces hygroscopicus CH-7 gajena je na na OSP podlozi, koja kao izvor
ugljenika sadrzi glukozu (15 g/I) i podlogama izmenjenog sastava u kojima je glukoza
zamenjena Cistim i otpadnim glicerolom. U toku fermentacije, pracen je mikrobni rast (promena
suve biomase), potrosnja izvora ugljenika (glukoza i glicerol) i produkcija antibiotika heksaena
H-85 i azalomicina B. Fermentacija je pracena 168 h (8 dana), a na svakih 24 h radeno je
uzorkovanje. Na slici 4.3 su prikazane promene pracenih parametara u toku fermentacije, dok su
u tabeli 4.2 prikazane ostvarene maksimalne vrednosti suve biomase, potrosnje glicerola i
glukoze, kao i maksimalne koncentracije heksaena H-85 i azalomicina B.

Najveca maksimalna koncentracija suve biomase bakterije S. hygroscopicus CH-7 i
najvisi utroSak izvora ugljenika koji je, najcesée, kod veéine mikroorganizama limitirajuci
supstrat (Baras 1 sar., 2009), zapazeni su u podlozi sa glukozom. Ovaj efekat je oc¢ekivan zbog
jednostavnijeg metabolisanja glukoze a ostvarene vrednosti su u saglasnosti sa objavljenim
rezultatima (Ili¢, 2010). Maksimalna koncentracija suve biomase je zapazena je u podlozi sa
glukozom nakon 72 h fermentacije i iznosi 10,18 g/l (tabela 4.2). Najveci utrosak glukoze
postize se od 72-96 h fermentacije (86 % raspolozive koli¢ine). Daljim tokom fermentacije,
sadrzaj glukoze opada, pri ¢emu je do kraja fermentacije ostvaren utroSak od 98 % ukupne
raspolozive koli¢ine. U podlozi sa ¢istim glicerolom maksimalna koncentracija suve biomase je
neznatno veca od rasta u podlozi sa otpadnim glicerolom SU, pri ¢emu su maksimalne vrednosti
(9,04 g/l odnosno 8,88 g/l) postignute u 48 h fermentacije, a nize su za 12 % odnosno 13 % u
odnosu na podlogu sa glukozom (slika 4.3a), dok je potro$nja glicerola skoro dvostruko manja
(47 142 %) u poredenju sa potrosnjom glukoze (slika 4.3b).

Najmanji rast, uz ostvarenu maksimalnu koncentraciju suve biomase od 6,52 g/l nakon
96 h fermentacije, zapazen je u podlozi sa otpadnim glicerolom RU, a potroseno je 36 %

raspolozivog glicerola, §to je ujedno i najniza potrosSnja.
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Maksimalne koncentracije antibiotika u toku procesa fermentacije pomocu bakterije S.
hygroscopicus CH-7 zavise od izvora ugljenika. U svim slu¢ajevima, nakon dostizanja
maksimalne vrednosti, koncentracija antibiotika opada sa vremenom. Poveéanje koncentracije
antibiotika 1 vreme dostizanja maksimuma nije povezano sa potroSnjom supstrata, Sto je
karakteristicno za biosintezu antibiotika. To ukazuje na nezavisnost produkcije antibiotika,
odnosno sekundarnih metabolita, od iskoriS¢enja supstrata i mikrobnog rasta.

U eksperimentu na osnovnoj podlozi sa otpadnim glicerolom SU, maksimalna
koncentracija heksaena H-85 se dostize posle 72 h fermentacije i iznosi 162 pg/ml, $to je za 10
% vise od maksimalno postignute koncentracije u podlozi sa glukozom (146 pg/ml) koja se
postize posle 96 h fermentacije (slika 4.3c). U podlozi sa ¢istim glicerolom, postignuta je za 18
% manja maksimalna koncentracija heksaena H-85 (121 pg/ml) u odnosu na podlogu sa
glukozom, dok je najniza koncentracija (94 pg/ml) postignuta u podlozi sa otpadnim glicerolom
RU.

Za razliku od heksaena H-85, maksimalna koncentracija azalomicina B (38,7 pug/ml) je
ostvarena nakon 72 h fermentacije u podlozi sa glukozom, a manje koncentracije postignute su
nakon 96 h fermentacije u podlogama sa Cistim glicerolom (33,1 pg/ml) i otpadnim glicerolom
RU (24,4 pg/ml) (slika 4.3d). U podlozi sa otpadnim glicerolom SU, bakterija S. hygroscopicus
CH-7 je produkovala najmanju koli¢inu azalomicina B, pri ¢emu je maksimalna koncentracija od
11,0 pg/ml postignuta nakon 48 h.

Ostvarene maksimalne koncentracije heksaena H-85 su oko 20 % nize od ostvarenih
koncentracija u prethodno objavljenim istraZzivanjima sa raznim izvorima ugljenika (Ili¢, 2010),

dok su maksimalne koncentracije azalomicina B skoro dvostruko nize.
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Slika 4.3 Promena koncentracije a) suve biomase bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7, b) izvora ugljenika, c)

antibiotika heksaena H-85 i d) azalomicina B tokom fermentacije osnovnoj podlozi sa glukozom (), ¢istim glicerolom (m), i otpadnim
glicerolom SU (A) i RU (o)
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Tabela 4.2 Maksimalne vrednosti koncentracije suve biomase (SBM), potro$nje glicerola
(Aglic) i maksimalne koncentracije heksaena H-85 i azalomicina B (Cmax) kao i specifi¢na brzina
njihovog nastajanja (qp) gajenjem bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa
glukozom i glicerolom

Izvor ugljenika (g/l) Karakteristike bioprocesa

Glicerol SBM Agluk Aglic Heksaen H-85  Azalomicin B

Glukoza . Otpadni, Otpadni, Kina Crnax o Crnax o
Cist RUE  @n @ () (@) () qgml) (mglgid) (ug/ml) (mgigid)

15 - - - 10,18 15,24 98 - - 146 2 38,7 0,5

- 15 - - 9,04 - - 685 47 121 1,8 33,1 0,5

- - 15 - 8,88 - - 587 42 162 2,6 11,0 0,2

i - - 15 652 - - 510 36 94 2 24,4 0,5

@ Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz suncokretovog ulja.
® Otpadni glicerol iz proizvodnije biodizela iz repi¢inog ulja.

Bakterija S. hygroscopicus CH-7 produkuje veée koli¢ine azalomicina B u podlogama u
kojima su kori$¢ene Ciste supstance (glukoza i glicerol) kao izvor ugljenika, dok u podlogama sa
otpadnim glicerolom iz proizvodnje biodizela, posebno SU, sinteza je supresirana. Suprotno
tome, otpadni glicerol SU, odnosno neki sastojci iz otpadnog glicerola, podsti¢u sekundarni
metabolic¢ki put bakterije S. hygroscopicus CH-7 i usmeravaju ga ka produkciji veée koli¢ine
heksaena H-85. Otpadni glicerol RU se pokazao kao najmanje pogodan supstrat za gajenje

bakterije S. hygroscopicus CH-7 u cilju produkcije antibiotika.
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4.2.2 Biosinteza antibiotika na podlozi sa glicerolom uz dodatak derivata izatina kao

izvora azota

U cilju proucavanja mogucnosti povecanja prinosa heksaena H-85 i azalomicina B, kao i
veée potrosSnje otpadnog glicerola, detaljnije je prouCavan uticaj derivata izatina, kao izvora
azota, na bakteriju Streptomyces hygroscopicus CH-7, koja je gajena u podlogama sa ¢istim i
otpadnim glicerolom SU i RU. Sojino brasno, kao izvor azota, iz osnovne podloge za gajenje S.
hygroscopicus CH-7, zamenjeno je aminokiselinom triptofanom (15 g/1), a deo sojinog brasna (5
g/l) derivatima izatina i triptofanom (10 g/l). Kao izvor ugljenika, umesto glukoze, koris¢eni su
Cist 1 otpadni glicerol SU i RU, u istoj pocetnoj koncentraciji (15 g/l).

Aminokiseline su poznate kao dobar izvor azota za gajenje mikroorganizama (Mahesh i
Meenakshi, 2013; Rattleff, 2013), kao i sam triptofan, koji je ve¢ koris¢en za produkciju
antibiotika pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 (Ili¢ i sar., 2010b). Triptofan je sli¢an
izatinu po indolovom jezgru koje je sastavni deo njihove strukture, pa je to i razlog zbog kog su
derivati izatina uzeti za koriS¢enje kao izvori azota u bioprocesima za dobijanje antibiotika.
Pored triptofana, kori$¢eni su jos i 5-hloroizatin-3-hidrazon, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazon, izatin-
3-tozilhidrazon, izatin-3-hidrazon, izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazon i 5-hloroizatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazon.

U tabeli 4.3, prikazan je efekat triptofana i derivata izatina na maksimalnu koncentraciju
suve biomase, ukupan utrosak glicerola i produkciju antibiotika, dok su na slikama 4.4-4.7
prikazane promene koncentracije suve biomase, glicerola i antibiotika heksaena H-85 i

azalomicina B.
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4.2.2.1 Uticaj derivata izatina na rast bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 u

podlogama sa glicerolom

U ovom delu rada prikazani su rezultati uticaja triptofana i derivata izatina, kao izvora
azota, na mikrobni rast, potro$nju glicerola i kinetiku produkcije heksaena H-85 i azalomicina B
pomocu bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7.

Na slici 4.4a, prikazan je uticaj triptofana, 5-hloroizatin-3-hidrazona, 5-hloroizatin-3
tozilhidrazona, izatin-3-tozilhidrazona, izatin-3-hidrazona, izatin-3-(4"-hidroksi)
benzoilhidrazona i 5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazona na promenu koncentracije suve
biomase u toku procesa fermentacije na podlozi sa ¢istim glicerolom, kao izvorom ugljenika.
Dodatak triptofana i derivata izatina u osnovnu podlogu razli¢ito utice na rast produkcionog soja.

Zavisno od sastava podloge, odnosno izvora azota, koncentracija biomase raste u prvih
48 do 72 h nakon cega pocinje da pada. Maksimalne koncentracije suve biomase su izmerene na
podlogama sa izatin-3-hidrazonom (Xmax=9,5 g/l) i triptofanom (Xmax=9,3 g/l), nakon 48 h od
pocetka fermentacije. Dobijene vrednosti su manje za 2 % odnosno 5% u odnosu na osnovnu
podlogu (glukoza, kao izvor ugljenika i sojino brasno, kao izvor azota), ali su vece za 11
odnosno 9% od vrednosti dobijenih na podlozi sa ¢istim glicerolom i sojinim brasnom (tabela
4.3). Ovo ukazuje na stimulativno dejstvo izatin-3-hidrazona i triptofana, kao izvora azota, na
rast u podlozi sa Cistim glicerolom.

Na podlozi sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom dobija se ne$to niza vrednost maksimalne
koncentracije suve biomase (Xmax=8,8 g/l) u odnosu na osnovnu podlogu, dok su na podlogama
sa 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom postignute nize i skoro identi¢ne
vrednosti (8,0 g/l, 8,1 g/l i 8,2 g/l). Najniza vrednost biomase (6,8 g/1), postignuta je u podlozi sa
5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (tabela 4.3).
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Promena koncentracije suve biomase u toku procesa fermentacije na podlozi sa otpadnim
glicerolom SU i RU, triptofanom i derivatima izatina (5-hloroizatin-3-hidrazon, 5-hloroizatin-3
tozilhidrazon, izatin-3-tozilhidrazon, izatin-3-hidrazon, izatin-3-(4 -hidroksi) benzoilhidrazon i
5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazon) prikazana je na slikama 4.4b i 4.4c. Za razliku od
rasta u podlozi sa ¢istim glicerolom, u podlozi sa otpadnim glicerolom SU, mikrobni rast je
sporiji, a maksimalna koncentracija suve biomase se postize nakon 72 do 96 h od pocetka
fermentacije. U podlozi sa triptofanom maksimalna vrednost suve biomase postize se nakon 48
h, kao u podlozi sa Cistim glicerolom (slika 4.4b). U svim podlogama je zabelezen nizi rast u
odnosu na rast u podlogama sa cistim glicerolom, osim u podlozi sa 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (2,5 % visi) i izatin-3-hidrazonom.

Maksimalna koncentracija suve biomase postignuta je na podlozi sa izatin-3-hidrazonom
(za 3% veca) i iznosi 9,7 g/1, $to je ujedno i najvisa vrednost za podloge sa glicerolom SU.
Priblizno 7 % nizi rast u odnosu na vrednosti postignute u podlogama sa ¢istim glicerolom,
zapazen je u podlogama sa triptofanom (8,7 g/1), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (8,4 g/l) i izatin-3-
(4°-hidroksi)-benzoilhidrazonom (7,6 g/l), dok je u podlogama sa 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (5,9 g/l) i 5-hloroizatin-3-(4 hidroksi) benzoilhidrazonom (5,4 g/l) ostvarena
maksimalna koncentracija suve biomase 27 % odnosno 20 % niza.

U podlogama sa otpadnim glicerolom RU, maksimalna koncentracija biomase postize se
od 72 h do 96. h, a sve vrednosti su znatno nize od postignutih u podlozi sa ¢istim glicerolom
(slika 4.4c). Mikrobni rast je znatno nizi i u odnosu na podloge sa glicerolom SU, osim u
podlogama sa izatin-3-tozilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi) benzoilhidrazonom (za 2
% odnosno 3% niza).

Maksimalne koncentracije suve biomase postignute su u podlogama sa 5-hloroizatin-3-
hidrazonom (7,1 g/l1) nakon 72 h 1 triptofanom (6,9 g/l) nakon 96 h, §to nije bio slucaj u
podlogama sa ¢istim glicerolom 1 glicerolom SU u kojima je najviSa maksimalna koncentracija
suve biomase ostvarena u podlozi sa izatin-3-hidrazonom (tabela 4.3).

Uporedo sa svim ispitanim podlogama, najslabiji rast (5,5 g/l), kao i u prethodnim
fermentacijama, ostvaren je u podlozi sa 5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-

hloroizatin-3-tozilhidrazonom (5,8 g/l).
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Slika 4.4 Uticaj triptofana (#), 5-hloroizatin-3-hidrazona
(m), 5-hloroizatin-3-tozilhidrazona (A), izatin-3-tozilhidrazona
(™), izatin-3-hidrazona (*), izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazona
() i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi) benzoilhidrazona (+) na
promenu koncentracije suve biomase u toku fermentacije na

podlozi sa a) Cistim i b) otpadnim glicerolom SU i ¢) RU
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Promena koncentracije glicerola, tokom fermentacija pomoc¢u bakterije Streptomyces
hygroscopicus CH-7 u podlogama sa Cistim i otpadnim glicerolom SU i RU, kao izvorom
ugljenika, 1 triptofanom, 5-hloroizatin-3-hidrazonom, 5-hloroizatin-3 tozilhidrazonom, izatin-3-
tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom, izatin-3-(4"-hidroksi) benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-
3-(4°-hidroksi)benzoilhidrazonom, kao izvorom azota, prikazane su na slici 4.5. Potro$nja
glicerola prati mikrobni rast, pa je zapazeno da je, bez obzira na razliite postignute vrednosti,
zavisno od izvora azota, ostvaren najvisi utroSak u podlogama sa ¢istim glicerolom (22 — 47 %),
nizi u podlogama sa otpadnim glicerolom SU (18 — 36 %), a najnizi u podlogama sa otpadnim
glicerolom RU (16 — 29 %) (tabela 4.3).

U dostupnoj literature nema podataka o potro$nji glicerola kao ni objavljenih rezultata
istrazivanja u kojima je izvodena fermentacija glicerola pomocu bakterije S. hygroscopicus CH-7
uz dodatak derivata izatina odnosno Schiff-ovih baza, kao izvora azota.

U podlozi sa €istim glicerolom 1 izatin-3-hidrazonom utroSeno je 6,8 mg/ml glicerola
odnosno 47 % od ukupne raspolozive koli¢ine, identi¢éno kao u osnovnoj podlozi sa sojom
(tabela 4.2), sto predstavlja najvisi utroSak glicerola, uporedo sa svim fermentacijama sa
otpadnim glicerolom i derivatima izatina. Identi¢an utroSak od 41 % ostvaren je fermentacijom
Cistog glicerola u podlogama sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom (6,4 mg/ml) i izatin-3-(4"-hidroksi)
benzoilhidrazonom (6,3 mg/ml) dok je neznatno visi utrosak od 42 % (6,2 mg/ml) ostvaren u
podlozi sa triptofanom. Najmanje glicerola utroSeno je u podlogama sa 5-hloroizatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom, 4,2 mg/ml Sto je 29 % od ukupne raspoloZive koli¢ine, 1 5-
hloroizatin-3 tozilhidrazonom, 3,4 mg/ml odnosno 22 %.

Fermentacijom glicerola SU, ostvarena je niZza potroS$nja glicerola, pri ¢emu je najveca
specifi¢na brzina potro$nje od 36 % postignuta u podlogama sa triptofanom (5,22 mg/ml) i
izatin-3-hidrazonom (4,96 mg/ml). Kao i u procesima fermentacije Cistog glicerola, najnizi
utro$ak je ostvaren u podlogama sa 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (22 %) i 5-

hloroizatin-3 tozilhidrazonom (18 %).
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Slika 4.5 Promena koncentracije glicerola tokom
fermentacije a) Cistog 1 b) otpadnog glicerola SU i ¢) RU pomocu
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom
(#), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (m), 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (A), izatin-3-tozilhidrazonom (*), izatin-3-
hidrazonom (*), izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom (e) i 5-

hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (+)
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Sve promene koncentracije glicerola, fermentacijom glicerola RU, bile su ispod 30 % Sto
je niZze u odnosu na potro$nju ostvarenu u osnovnoj podlozi sa sojom (36 %). Najveca potrosnja
glicerola ostvarena je u podlogama sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom (29 %) i triptofanom (27 %),
dok je najniza potroS$nja zapazena u podlogama sa 5-hloroizatin-3-(4" hidroksi)
benzoilhidrazonom (16 %) i podlogama sa 5-hloroizatin-3 tozilhidrazonom i izatin-3-(4 -
hidroksi) benzoilhidrazonom (17 %). Ovo su ujedno i najnize vrednosti potros$nje glicerola
postignute u svim fermentacijama sa ¢istim i otpadnim glicerolom i derivatima izatina.

U vecini podloga, koncentracija glicerola nastavi da opada i nakon ulaska u stacionarnu,
odnosno fazu odumiranja. Razli¢ito od promene koncentracije glicerola u vecini podloga, u
podlogama sa cistim glicerolom i 5-hloroizatin-3-hidrazonom i izatin-3-tozilhidrazonom,
otpadnim glicerolom SU i 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom i otpadnim glicerolom RU i 5-
hloroizatin-3-hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom i 5-
hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom zapazeno je da najveéa koncentracija glicerola
opadne u prvih 72 - 96 h a nakon Cega neznatno nastavi da opada, Sto je usaglaseno sa
mikrobnim rastom.

Najvisa promena koncentracije od 2,4 mg/ml, u period rasta, zapazena je izmedu 72 1 96
h u podlozi sa otpadnim glicerolom RU i 5-hloroizatin-3-hidrazonom, kada je ujedno i postignuta

najvisSa koncentracija suve biomase.
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4.2.2.3 Uticaj derivata izatina na sintezu antibiotika heksaena H-85 i azalomicina B

U prethodnim istrazivanjima, pokazano je da Schiff-ove baze, odnosno derivati izatina,
imaju stimulativan efekat na produkciju antibiotika pomocu bakterije Streptomyces
hygroscopicus CH-7 (Ili¢, 2010; Ili¢ i sar., 2010a). Ostvareni rezultati fermentacija pokazuju da
derivati izatina imaju razli€it uticaj na produkciju antibiotika pomocu soja Streptomyces
hygroscopicus CH-7 (tabela 4.3).

Zavisno od izvora azota (derivata izatina) i glicerola koji je koriS¢en kao izvor ugljenika,
ostvarene maksimalne koncentracije heksaena H-85 krecu se u opsegu od 97 do 196 ug/ml, a
azalomicina B od 27 do 75 pg/ml. Najveca maksimalna koncentracija (196 pg/ml) i specificna
brzina stvaranja heksaena H-85 od 2,8 pg/g/d, postignuta je u podlozi sa glicerolom SU i izatin-
3-hidrazonom, dok je u podlozi sa glicerolom RU i izatin-3-hidrazonom postignuta najveca
maksimalna koncentracija azalomicina B (75 pg/ml) i specifi¢na brzina stvaranja od 1,7 pg/g/d
azalomicina B. Promena koncentracije heksaena H-85 u toku procesa fermentacije na podlogama
sa Cistim i otpadnim glicerolom SU i RU, prikazana je na slici 4.6 a promena koncentracije
azalomicina B na slici 4.7.

U svim podlogama sa ¢istim glicerolom, koncentracija heksaena H-85 raste u prvih 72
do 96 h, kada dostize maksimum, osim u podlozi sa 5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)
benzoilhidrazonom, gde je porast koncentracije zapazen do 120 h (slika 4.6a). Maksimalne
koncentracije heksaena H-86 postignute su nakon 96 h u podlogama sa 5-hloroizatin-3-
hidrazonom (194 ug/ml) i izatin-3-hidrazonom (182 pg/ml), §to je za 23 % odnosno 7 % vise u
odnosu na podlogu sa triptofanom (149 pg/ml).

Dodatak 5-hloroizatin-3-tozilhidrazona i izatin-3-tozilhidrazona, takode, stimuliSe
produkciju heksaena H-85 i dobijaju se vece koncentracije antibiotika (166 ug/ml odnosno 161
ug/ml) u odnosu na podlogu sa triptofanom. Najnize vrednosti postignute su u podlogama sa
izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom (138 pg/ml) nakon 96 h i 5-hloroizatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom (145 pg/ml) u 120 h fermentacije. U svim podlogama sa Cistim
glicerolom, triptofanom 1 derivatima izatina, postignute su vise koncentracije ovog antibiotika u
odnosu na maksimalnu koncentraciju od 121 pg/ml, koja je postignuta u osnovnoj podlozi sa

sojom i Cistim glicerolom (tabela 4.2).
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Ostvarene vrednosti koncentracija heksaena H-85 u podlogama sa Cistim glicerolom,
prose¢no su za 4% vece od svih vrednosti postignutih u podlogama sa glicerolom SU, odnosno
za 20 % vise od svih vrednosti postignutih u podlogama sa glicerolom RU. S druge strane,
postignuta maksimalna vrednost heksaena H-85 u podlozi sa glicerolom SU i izatin-3-
hidrazonom (196 pg/ml) je bila viSa nego Sto je postignuto u podlozi sa Cistim glicerolom.

U podlogama sa glicerolom SU maksimalna koncentracija heksaena H-85 postize se u
periodu 72 - 120 h (slika 4.6b). Dodatak 5-hloroizatin-3-hidrazona smanjuje produkciju heksaena
H-85 u odnosu na podlogu sa izatin-3- hidrazonom. Maksimalna koncentracija heksaena H-85 na
podlozi sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom iznosi 186 pg/ml, pri ¢emu je specifi¢na brzina stvaranja
smanjena za 5%.

Kada su u osnovnu podlogu dodati 5-hloroizatin-3-tozilhidrazon i triptofan, produkovano
je, nakon 96 i 72 h, 18 i 23 % manje antibiotika (161 pg/ml odnosno 151 pg/ml), u odnosu na
najvisu vrednost U podlozi sa izatin-3-hidrazonom (196 ug/ml). Najnize koncentracije antibiotika
postignute su u podlogama sa izatin-3-tozilhidrazonom (134 pg/ml) i 5-hloroizatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom (128 pg/ml) nakon 120 h fermentacije.

Maksimalne koncentracije heksaena H-85 u podlogama sa otpadnim glicerolom RU su u
proseku za 18 % nize nego u podlogama sa otpadnim glicerolom SU. Koncentracija antibiotika
se neznatno uvecava u prvih 48 h, pa se i maksimalne koncentarcije dostizu kasnije, odnosno u
periodu od 96 do 120 h (slika 4.6¢). Najvise koncentracije heksaena H-85 postignute su nakon 96
h u podlogama sa izatin-3-hidrazonom (153 pg/ml) i triptofanom (141 pg/ml).

Nize vrednosti maksimalnih koncentracija dobijene su u podlogama sa 5-hloroizatin-3-
hidrazonom (133 pg/ml) nakon 96 h, odnosno nakon 120 h u podlogama sa 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (137 pg/ml), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (133 pg/ml), izatin-3-tozilhidrazonom
(122 pg/ml) i izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (118 pg/ml). Najniza koncentracija od 97
ug/ml, postignuta u podlozi sa 5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom nakon 120 h,
ujedno je i najniza koncentracija heksaena H-85 postignuta u svim podlogama sa derivatima
izatina i glicerolom.

U svakom slucaju, sve postignute vrednosti koncentracija su vise od maksimalne
koncentracije heksaena H-85 (94 pg/ml) postignute u osnovnoj podlozi sa sojom i otpadnim
glicerolom RU (tabela 4.2).
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Slika 4.6 Promena koncentracije heksaena H-85 tokom
fermentacije a) ¢istog 1 b) otpadnog glicerola SU i ¢) RU pomocu
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom
(#), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (m), 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (A), izatin-3-tozilhidrazonom (*), izatin-3-
hidrazonom (*), izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom (e) i 5-

hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (+)
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Za razliku od heksaena H-85, najviSe azalomicina B produkovano je u podlogama sa
otpadnim glicerolom RU gde su ostvarene vrednosti prose¢no vise za 6 % od vrednosti dobijenih
u Cistom glicerolu, a 28 % vise od vrednosti dobijenih u otpadnom glicerolu SU (tabela 4.3).
Koncentracija azalomicina B, zavisno od izvora azota, raste do dostizanja maksimuma u period
od 96 do 120 h fermentacije, nakon ¢ega opada (Slika 4.7). Jedino u podlozi sa ¢istim glicerolom
i 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, maksimalna koncentracija od 47 ug/ml postize se u 72 h (slika
4.7a).

Uz Cdist glicerol, najvisa koncentracija azalomicina B od 64 pg/ml, postignuta je u
podlozi sa izatin-3-tozilhidrazonom u 96. h, pri ¢emu je ostvarena specificna brzina stvaranja
proizvoda od 1,1 mg/g/d u odnosu na suvu biomasu. U podlogama sa izatin-3-hidrazonom i 5-
hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom, nakon 120 h, koncentracija azalomicina B je
dostigla vrednost od 59 odnosno 42 pg/ml, dok su nakon 96 h postignute maksimalne vrednosti u
podlogama sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom (53 pg/ml) i izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom
(52 pg/ml). U podlozi sa triptofanom, najviSa koncentracija azalomicina B od 38 pg/ml, postize
se takode, nakon 96 h i predstavlja najnizu ostvarenu vrednost postignutu u podlogama sa ¢istim
glicerolom. Sve dobijene vrednosti, viSe su od maksimalno ostvarene koncentracije od 33 pg/ml 1
specificne brzine stvaranja proizvoda od 0,5 mg/g/d u osnovnoj podlozi sa sojom i Cistim
glicerolom (tabela 4.2).

U podlogama sa otpadnim glicerolom SU produkovano je najmanje azalomicina B, pri
¢emu su sve vrednosti, viSe od postignute vrednosti (11 pg/ml) u osnovnoj podlozi sa sojom 1
otpadnim glicerolom SU (tabela 4.3). Koncentracija azalomicina B, zavisno od izvora azota,
dostize maksimum u periodu od 96 do 120 h (slika 4.7b). Maksimalna koncentracija antibiotika u
podlogama sa triptofanom (32 ug/ml), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (27 pg/ml), 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (42 pg/ml) i izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (35 pg/ml) postize se do
96 h nakon ¢ega opada. U podlogama sa izatin-3-hidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom i 5-
hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom, maksimalne koncentracije od 49, 46 i 38 ug/ml
postignute su nakon 120 h, pri ¢emu je zapaZeno da pre dostizanja maksimuma, nakon porasta u

prvih 24 do 48 h dolazi do blagog pada koncentracije nakon ¢ega opet raste do maksimuma.
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Na osnovu prethodno pomenutog, moze se primetiti da je najviSa koncentracija
antibiotika od 49 pg/ml postignuta u podlozi sa izatin-3-hidrazonom. Najniza koncentracija (27
ug/ml) postignuta je u podlozi sa 5-hloroizatin-3-hidrazonom, pri ¢emu je to ujedno i najniza
koncentracija azalomicina B postignuta u svim fermentacijama glicerola sa triptofanom i
derivatima izatina.

Bez obzira na najslabiji rast, bakterija S. hygroscopicus CH-7 produkovala je najvise
azalomicina B u podlogama sa otpadnim glicerolom RU. KoriS¢enjem triptofana i derivata
izatina kao izvor azota, postignute su maksimalne koncentracije azalomicina B od 33 do 75
ug/ml (tabela 4.3), pri ¢emu su sve vrednosti vise od 24 pg/ml, §to je postignuto u osnovnoj
podlozi sa sojom i otpadnim glicerolom RU (tabela 4.2). Ovim rezultatima se jo§ jednom
potvrduje stimulativno dejstvo derivata izatina na produkciju antibiotika.

Na slici 4.7c, na kojoj su prikazane promene koncentracija azalomicina B u toku
fermentacije otpadnog glicerola RU, moze se uociti da koncentracija antibiotika raste do perioda
od 96 do 120 h, nakon ¢ega opada. Sli¢no kao prilikom fermentacije otpadnog glicerola SU, u
podlogama sa izatin-3-hidrazonom i  5-hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom,
koncentracija antibiotika raste do 24 odnosno 48 h, nakon ¢ega do naredne tacke padne za 35
odnosno 38 %, nakon ¢ega ponovo nastavi da raste do dostizanja maksimalnih vrednosti.

Najvisa produkcija ostvarena je u podlozi sa izatin-3-hidrazonom, pri ¢emu je postignuta
maksimalna koncentracija od 75 pg/ml nakon 96 h. Priblizne koncentracije, nize za 51 8 % (71 1
69 ug/ml), postignute su u podlogama sa izatin-3-tozilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom nakon 120 h. U sva tri slucaja, gde su postignute najviSe maksimalne
koncentracija, ostvarena je identi¢na specifi¢na brzina stvaranja proizvoda od 1,7 mg/g/d. U
svim podlogama, osim u podlozi sa izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom, u kojoj je dobijeno
najmanje azalomicina B (33 pg/ml), postignute su viSe koncentracije nego §to je postignuto u
podlozi sa triptofanom (37 pg/ml), ¢ime je potvrdeno stimulativno dejstvo derivata izatina na

produkciju antibiotika.
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Slika 4.7 Promena koncentracije azalomicina B tokom
fermentacije a) Cistog i b) otpadnog glicerola SU i ¢) RU pomoc¢u
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom
(+), 5-hloroizatin-3-hidrazonom (m), 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazonom (A), izatin-3-tozilhidrazonom (*), izatin-3-
hidrazonom (*), izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom (e) i 5-

hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom (+)
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Tabela 4.3 Efekat triptofana i derivata izatina kao izvora azota na maksimalnu koncentraciju suve biomase (SBM), potro$nju
glicerola (Aglic) kao i ostvarene maksimalne koncentracije (Cmax) 1 specifi¢nu brzinu stvaranja (gp) antibiotika heksaena H-85 i
azalomicina B, tokom gajenja bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa glicerolom

Karakteristike bioprocesa

Cist glicerol Otpadni glicerol SU? Otpadni glicerol RU®
f_.; SBM Aglic Heksaen Azalomicin  SBM Aglic Heksaen Azalomicin  SBM Aglic Heksaen Azalomicin
N H-85 B H-85 B H-85 B
|
o
E‘ xmax Cmax C|p Cmax C|p xmax Cmax qp Cmax qp xmax Cmax qp Cmax qp
g/l mg/ml % pg/ml mg/g/d  pg/ml mg/g/d g/l mg/ml %  pg/ml mg/g/d  pg/ml mg/g/d gl mg/ml %  pg/ml mg/g/d  pg/ml mg/g/d
Triptofan (15 g/dm?) 9,3 6,2 42 149 2,3 38 0,6 8,7 522 36 151 2,4 32 3 6,9 38 27 141 2,8 37 0,7

5-hloroizatin-3-hidrazon +

triptofan (10 g/dm?3+5 g/dm3) 8,8 64 41 194 31 53 08 8,4 468 33 186 31 27 3 71 42 29 133 2,7 40 0,8

5-hloroizatin-3-tozilhidrazon

+ triptofan (10g/dm®+5g/dm?) 8,0 34 22 166 2,8 47 0,8 8,2 2,75 18 161 2,7 42 5 5,8 23 17 137 3,3 69 1,7

Izatin-3-tozilhidrazon +

triptofan (10g/dm?3+5g/dm?) 8,1 49 31 161 2,8 64 11 59 409 29 134 31 46 8 6,1 29 20 122 2,8 71 17

Izatin-3-hidrazon + triptofan

(10g/dm*+5g/dm?) 9,5 6,8 47 182 2,7 59 0,8 9,7 49 36 196 2,8 49 5 6,5 31 23 153 3,3 75 1,7
Izatin-3-(4"-

hidroksi)benzoilhidrazon + 8,2 6,3 41 138 2,4 52 0,8 7,6 446 31 135 2,6 35 4 5,9 2,3 17 118 2,8 33 0,7

triptofan (10g/dm3+5g/dmd)

5-hloroizatin-3 (4 hidroksi)

benzoilhidrazon +triptofan 6,8 4,2 29 145 3 42 0,8 54 3,06 22 128 3,3 38 7 55 2,2 16 97 2,4 50 1,3
(10g/dm3+5g/dm?®)

2 Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz suncokretovog ulja.
b Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz repi¢inog ulja.
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Veoma je teSko naci vezu izmedu strukture derivata izatina i produkcije antibiotika.
Ostvareni rezultati, su pokazali da izatin-3-hidrazon i 5-hloroizatin-3-hidrazon imaju ve¢i uticaj
na produkciju heksaena H-85. Glavni deo strukture ovih jedinjenja je identi¢an, a jedina razlika
je u supstituentu na poziciji 5, §to znacéi da hlor, u ovom slu¢aju, nema negativan uticaj na
produkciju antibiotika. S druge strane, derivati izatina bez supstituisanog hlora na poziciji 5
(izatin-3-tozilhidrazon i izatin-3-hidrazon), imaju bolji uticaj na produkciju azalomicina B.
Glavna razlika kod izatin-3-tozilhidrazona jeste SO2 grupa i aromati¢no jezgro, §to znaci da ove
grupe ne smanjuju produkciju azalomicina B.

Uporedo sa rezultatima dobijenim ispitivanjem uticaja sli¢nih izvora azota (Ili¢ 1 sar.,
2010b; 1li¢ i sar 2013), uticaj izatin-3-hidrazona, 5-hloroizatin-3-hidrazona, izatin-3-
tozilhidrazona, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazona, izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazona i 5-
hloroizatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazona na produkciju antibiotika niZi je od postignutog sa
izatin-3-tiosemikarbazonom, izatin-3-semikarbazonom i izatin-3-fenilhidrazonom (Ili¢ i sar.,
2010b; Ili¢ i sar., 2013). To je i o¢ekivano, posebno kod izatin-3-tiosemikarbazona i izatin-3-

semikarbazona, po$to je njihova struktura najsli¢nija strukturi triptofana.
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4.3 Biosinteza ulja izolovanim slatkovodnim algama

4.3.1 Izolacija i identifikacija mikroalgi

U cilju dobijanja ¢istih sojeva mikroalgi koje bi bile gajene za dobijanje ulja, koje bi se
moglo koristiti za proizvodnju biodizela, radena je izolacija iz uzoraka vode slatkovodnih bara.
Posebna paznja je posvecena sojevima koji imaju sposobnost metabolisanja glicerola. Nakon 11
serija razblaZzenja i presejavanja (165 dana), izolovano je, pre¢iS¢eno i odabrano za dalja
istrazivanja 4 vrste mikroalgi koje su identifikovane na osnovu morfoloskih karakteristika.
Izolovani sojevi, okarakterisani su kao pripadnici rodova: Chlorella, Chlorococcum,
Desmodesmus i Scenedesmus (slika 3.3). U staja¢im slatkim vodama naSih prostora,
najrasprostranjeniji i najzastupljeniji su pripadnici vrsta iz rodova Chlorella, Scenedesmus i
Chlorococcum (Blazenci¢, 2000.), tako da su ostvareni rezultati izolacije o¢ekivani.

Pred pomenutih sojeva, izolovane su i mikroalge okarakterisane kao pripadnici rodova
Euglena, Clamydomonas i Coleastrum, jo§ dva izolata pripadnika Chlorella, dva izolata roda
Desmodesmus, kao i cijanobakterije. Medutim, ovi izdvojeni sojevi nisu pokazali afinitete prema
glicerolu ili je prilikom presejavanja i gajenja dolazilo do ¢estih kontaminacija kao posledica

nedovoljne preciS¢enosti, pa nisu koris€eni za dalja istrazivanja.

4.3.2 Biosinteza ulja gajenjem izolata slatkovodnih algi na podlogama sa glicerolom

Rezultati proucavanja mogucnosti gajenja slatkovodnih jednocéelijskih algi u podlogama
sa Cistim i otpadnim glicerolom iz proizvodnje biodizela kao i rezultati autotrofnog gajenja (bez
dodavanja organskog izvora ugljenika) (Cvetkovi¢, 2013) prikazani su u tabeli 4.4. Kinetika
mikrobnog rasta i potro$nje glicerola tokom gajenja u podlogama sa a) Cistim i b) otpadnim

glicerolom SU i ¢) RU prikazana je slici 4.8 1 4.9.
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Izolovane jednoéelijske alge su gajene pri konstantnom osvetljenju (100 w/m?), tokom 30
dana u BBM podlozi u koju je dodavan glicerol (15 g/l), na rotacionoj muékalici (140 min™), na
temperaturi od 22 °C. Vrednost apsorbance merene na A = 620 nm, nakon inokulacije, iznosila je
priblizno 0,05 (Reda i sar 2011). U velikom broju objavljenih istrazivanja, rast algi pracen je na
A =680 nm (Reda i sar 2011; Zhang i sar 2014). Medutim, izvodenjem probnih fermentacija, ¢iji
rezultati nisu prikazani, utvrdeno je da necistoce iz otpadnog glicerola stvaraju smetnje prilikom
merenja, a dobijane vrednosti nisu bile realne, pa je zbog toga prihva¢eno da rast biomase algi
bude pra¢en na A = 620 nm, na kojoj je takode moguce efikasno pratiti mikrobni rast (Held
2011). Dok su alge izolovane, precis¢avane i gajene u podlogama za izolaciju, radena su
paralelna merenja apsorbanci na 680 i 620 nm, pri ¢emu je ustanovljeno da je jedina razlika u

tome Sto su vrednosti dobijane na 680 nm za oko 25 % vise.

4.3.3 Promena koncentracije biomase algi u podlogama sa glicerolom

Alge u odgovaraju¢im uslovima (optimalan sadrzaj hranljivih materija, optimalna
temperatura i osvetljenost) autotrofno, rastu veoma brzo i mogu udvostruciti svoju biomasu u
periodu od 3 — 12 h, a za rast im nije potreban organski izvor ugljenika jer koriste ugljenik(IV)-
oksid (Svircev, 2005). Prema tome, u ovom slucaju, glicerol nije bio limitirajuci supstrat. Najvisi
rast algi zapazen je u podlozi sa ¢istim glicerolom, nizi u podlozi sa otpadnim glicerolom SU,
dok je najnizi rast zapazen u podlozi sa otpadnim glicerolom RU, Sto je 1 ocekivano zbog
sadrzaja necisto¢a koje inhibiraju rast, Sto je =zapazeno i kod prethodno koris¢enih
mikroorganizama.

Na slici 4.8a, prikazan je rast izolovanih sojeva Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus
i Scenedesmus u BBM podlozi sa ¢istim glicerolom. Kod svih sojeva, osim kod Chlorococcum
kod kog je zapaZen najvisi 1 konstantan rast do kraja procesa, uocen je slab rast u prvih 3 do 6
dana kao 1 stagnacija nakon 27 dana. Najvise suve biomase (1,7 g/I) dobijeno je sa sojem
Chlorococcum, zatim sa sojevima Desmodesmus i Chlorella (1,4 g/l i 1,1 g/l), dok je najmanje

biomase (1 g/l) dobijeno sa sojem Scenedesmus (tabela 4.4).
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U odnosu na rezultate autotrofnog gajenja ovih izolovanih sojeva u regularnoj BBM
podlozi (tabela 4.4) (Cvetkovi¢, 2013), u podlozi sa Cistim glicerolom dobijeno je 20 % vise suve
biomase izolata algi Chlorococcum, 7 % odnosno 9 % manje kod sojeva Desmodesmus i
Chlorella, dok je ista koli¢ina dobijena sa sojem Scenedesmus. Glicerol je imao stimulativno
dejstvo jedino na rast kod izolovanog soja Chloroccocum, neutralno dejstvo na soj Scenedesmus,
a umereno negativno dejstvo na Desmodesmus i Chlorella izolovane sojeve.

Gajenjem izolovanih sojeva algi u podlozi sa otpadnim glicerolom SU, postignut je nizi
rast nego $to je bio slucaj sa Cistim glicerolom. Ostvarene vrednosti suve biomasa izolovanih
sojeva Chlorella i Scenedesmus nize su za 10 %, a vrednosti suve biomase sojeva Chlorococcum
i Desmodesmus nize su za 18 i 15 %. Najvise suve biomase dobijeno je sa sojem Chlorococcum
(1,4 g/l ) a zatim sa sojevima Desmodesmus i Chlorella (1,2 i 1 g/1). Kao i u podlozi sa ¢istim
glicerolom, najmanje suve biomase dobijeno je sa sojem Scenedesmus (0,9 g/l). Kinetika rasta
algi u podlozi sa otpadnim glicerolom SU prikazana je na slici 4.8b.

Zapazeno je da sojevi Chlorella, Desmodesmus i Scenedesmus slabo rastu u prvih 6 dana
(faza uzdrzanog rasta), nakon ¢ega ulaze u eksponencijalnu fazu rasta, pri ¢emu sojevi
Desmodesmus i Scenedesmus nakon 21 odnosno 22 dana ulaze u stacionarnu fazu, dok Chlorella
raste do kraja procesa. Relativno dug period uzdrZzanog rasta, moze se objasniti kao neophodno
vreme potrebno algama za adaptaciju na negativan uticaj necistoca iz otpadnog glicerola na rast.
Soj Chlorococcum, kao i u podlozi sa ¢istim glicerolom, konstantno raste do kraja procesa.

U podlozi sa otpadnim glicerolom RU, zapazen je najslabiji rast algi. Sve vrednosti
postignute suve biomase, nize su i od vrednosti postignutih u podlogama sa otpadnim glicerolom
SU, pri ¢emu je kod soja Scenedesmus zapazen neznatno viSi rast, a dobijena je ista
koncentracija suve biomase (0,9 g/l). Medutim, za razliku od gajenja u podlozi sa otpadnim

glicerolom SU, kod soja Scenedesmus, zapazen je konstantan rast do kraja procesa.
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Slicno gajenju u podlozi sa Cistim i otpadnim glicerolom SU, soj Chlorococcum
konstantno raste, s tim S§to je ostvarena vrednost suve biomase niza (1,3 g/l). Sojevi
Desmodesmus i Chlorella, rastu umereno prvih 6 dana, nakon ¢ega konstantno rastu do 27
odnosno 21 dan kada ulaze u stacionarnu fazu sa sadrzajem suve biomase od 1 odnosno 0,7 g/l.
Pored razlicite kinetike rasta u odnosu na podloge sa ¢istim i otpadnim glicerolom SU, izolovani
soj Chlorella i najslabije raste u podlozi sa otpadnim glicerolom RU. Na slici 4.8c, prikazana je

kinetika rasta izolovanih sojeva algi u BBM podlozi sa otpadnim glicerolom RU.
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4.3.4 Potrosnja glicerola

Na slici 4.9 prikazana je kinetika potrosnje glicerola u podlogama sa Cistim i otpadnim
glicerolom SU i RU. Tokom gajenja algi, zapazeno je da svi izolovani sojevi trose glicerol,
odnosno da se tokom procesa koncentracija glicerola smanjuje. Najvisi utrosak glicerola, uz
odredena odstupanja, zapazen je u podlogama sa Cistim glicerolom, a potom sa otpadnim
glicerolom SU i RU. Nije zapazeno da je potro$nja glicerola pratila rast algi, kao ni da je imala
znatan uticaj na rast, ¢ime je potvrdena Cinjenica da algama za rast nije neophodan organski
izvor ugljenika (Makareviciene 1 sar., 2014; Svircev, 2005). ZapaZeno je da rast algi ne prati
potro$nju glicerola.

U svim podlogama, u odnosu na ostale proucavane alge, soj Chlorococcum, trosi najvise
glicerola. U podlogama sa ¢istim i otpadnim glicerolom SU, do kraja procesa, potrosi svu
raspolozivu koli¢inu glicerola. U obe podloge zapazena je znacajna potro$nja glicerola tek nakon
6 dana, s tim §to u podlozi s ¢istim glicerolom bude potrosen nakon 24 dana, a u podlozi sa
otpadnim glicerolom SU, iako u jako maloj koli¢ini, glicerol je prisutan do samog kraja procesa
(slika 4.9a i 4.9b). U podlozi sa otpadnim glicerolom RU, soj Chlorococcum potrosi 61 % od
ukupne raspolozive koli¢ine glicerola. Znacajna potrosnja glicerola zapazena je u periodu
izmedu 12 i 21 dan (slika 4.9c).

Izolovani soj okarakterisan kao pripadnik roda Scenedesmus, takode najvise tro$i ¢ist
glicerol (59 %), zatim otpadni glicerol SU (47 %), a najmanje otpadnog glicerola RU (32 %). U
podlozi sa Cistim glicerolom, zna¢ajan pad koncentracije glicerola zapaZen je tek nakon 6 dana, a
potom konstantno opada do kraja procesa (slika 4.9a). U podlogama sa otpadnim glicerolom SU
i RU, zapazen je konstantan blagi pad koncentracije glicerola od samog pocetka procesa, do 15

odnoso 18 dana, nakon ¢ega nastavi neznatno da opada (slika 4.9b i 4.9c).

92



Glicerol (mg/ml)

Glicerol (mg/ml)

16
14
12
10

[ B L T = = ) I # s

14
12
10

(= I A e

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Vreme, dani

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Vreme, dani

c)

16
14 -
12 -
10 -

Glicerol (mg/ml)

o M~ B O 00
1

60 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Vreme, dani

b)

Slika 4.9 Poromena koncentracije glicerola tokom gajenja
izolovanih slatkovodnih jednocéelijskih algi iz rodova Chlorella

(#), Chlorococcum (m), Desmodesmus (A) i Scenedesmus (e) u

BBM podlozi sa a) €istim i b) otpadnim glicerolom SU c¢) RU

93



U podlozi sa ¢istim glicerolom, sojevi Chlorella i Desmodesmus potrose priblizno istu
koli¢inu glicerola, odnosno 51 % od ukupne raspolozive koli¢ine (tabela 4.4). U oba slucaja,
koncentracija glicerola neznatno opadne u prvih 3 do 6 dana, a potom lagano opada do kraja
procesa (slika 4.9a).

U podlozi sa otpadnim glicerolom SU, sojevi Chlorella i Desmodesmus potrose 38
odnosno 41 % od ukupne koli¢ine glicerola, dok u podlozi sa otpadnim glicerolom RU potrose
44 odnosno 42 % glicerola. Chlorella trosi veéu koli¢inu glicerola prilikom gajenja u podlozi sa
otpadnim glicerolom RU, nego §to je to slucaj sa gajenjem u podlozi sa otpadnim glicerolom SU,
dok soj Desmodesmus trosi neznatno vecu koli¢inu glicerola, gajenjem u podlozi sa otpadnim
glicerolom RU. Gajenjem ova dva soja u podlozi sa otpadnim glicerolom SU, skoro identi¢no,
koncentracija glicerola opada lagano i konstantno tokom celog procesa, pri cemu kod gajenja
soja Desmodesmus, koncentracija ostaje skoro nepromenjena u prva 3 dana (slika 4.9b). U

podlozi sa otpadnim glicerolom RU, ova sli¢nost je jo§ izrazajnija (slika 4.9c).

4.3.5 Sadrzaj produkovanog ulja algi

Izolovani sojevi produkuju razli¢ite koli¢ine ulja prilikom gajenja u podlogama sa
glicerolom, nevezano za brzinu mikrobnog rasta. Poznato je da alge nagomilavaju rezerve ulja u
uslovima manje pogodnim za rast (Chisti, 2007; Sarmidi, 2009; Tredici, 2004). Bez obzira na
slabiji rast u svim podlogama, u odnosu na sojeve Chlorococcum i Desmodesmus, Chlorella je
produkovala najviSe ulja. SadrZaj ulja u biomasi dobijenoj gajenjem u podlozi sa Cistim
glicerolom iznosio je 34 %, neznatno veci (35 %) u biomasi dobijenoj gajenjem u podlozi sa
otpadnim glicerolom SU, dok je najnizi sadrzaj ulja (30 %) dobijen gajenjem u podlozi sa
otpadnim glicerolom iz RU. U sva tri slucaja, produktivnost ulja bila je 0,4 g/l, 0,3 g/l odnosno
0,2 g/l.

Sadrzaj ulja iz biomase dobijene gajenjem u podlogama sa Cistim i otpadnim glicerolom
SU, visi je od sadrzaja ulja iz biomase dobijene gajenjem u osnovnoj BBM podlozi koji je
iznosio 33 % (tabela 4.4), a sve dobijene vrednost su u skladu sa vrednostima sadrzaja ulja
dobijenim u istrazivanjima u kojima su gajeni neki od sojeva Chlorella sp. (26 - 47 %), pod

iskljuc¢ivo autotrofnim uslovima (Amaro, 2011; Widjaja, 2009).
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Sadrzaj ulja dobijen iz suve biomase soja Scenedesmus, nizi je od dobijenog kod soja
Chlorella u svim podlogama, osim u podlozi sa otpadnim glicerolom, gde je nesto visi (31 %).
Za razliku od soja Chlorella, soj Scenedesmus u suvoj biomasi dobijenoj gajenjem u podlogama
sa otpadnim glicerolom SU i RU ima isti sadrZaj ulja od 31 %, $to je viSe nego u suvoj biomasi
dobijenoj prilikom gajenja u podlozi sa ¢istim glicerolom (27 %).

Iako, manje povoljan za rast, otpadni glicerol je uticao na povecanje produkcije ulja. U
sva tri slucaja, ostvarena je ista vrednost produktivnosti ulja od 0,3 g/l. U odnosu na vrednost
sadrzaja ulja u suvoj biomasi izolovanog soja Scenedesmus, od 29 % (tabela 4.4), dobijenog
gajenjem u osnovnoj BBM podlozi, izuzev vrednosti dobijene u podlozi sa Cistim glicerolom,
koja je niza, vrednosti dobijene gajenjem u podlogama sa otpadnim glicerolom su vise. Dobijene
vrednosti vise su i od objavljenih vrednosti dobijenim u istrazivanjima sa sojevima roda
Scenedesmus (12 — 29 % ) (Abou-Shanab, 2011; Amaro, 2011).

Sojevi Chlorococcum i Desmodesmus su najbolje rasli u svim podlogama sa glicerolom,
ali su produkovali najmanje koli¢ine ulja. Gajenjem u podlogama sa Cistim i otpadnim
glicerolom SU soj Chlorococcum je pokazao dobar rast i utroSio je svu raspolozivu koli¢inu
glicerola, ali dobijeno je duplo manje ulja u odnosu na soj Chlorella, 17 odnosno 15 % od suve
biomase. Soj Chlorococcum, pokazao je najslabiji rast i najmanje je glicerola utrosio u podlozi sa
otpadnim glicerolom RU, ali je produkovao najvise ulja, 23 % u odnosu na suvu biomasu.
Produktivnost ulja u podlogama sa ¢istim i otpadnim glicerolom SU iznosila je 0,3 g/l, 0,2 g/l i
0,3 g/l.

Ostvareni sadrzaj ulja soja Chlorococcum gajenjem u podlozi sa otpadnim glicerolom
RU, znatno je visi od sadrzaja ulja od 16 % dobijenog gajenjem u osnovnoj BBM podlozi
(Cvetkovi¢, 2013), dok je sadrzaj ulja dobijen gajenjem u podlozi sa otpadnim glicerolom
neznatno visi, a u podlozi sa otpadnim glicerolom neznatno nizi. U odnosu na podatke iz
dostupne literature gde je objavljeno da je se sadrzaj ulja u suvoj biomasi nekih sojeva roda
Chlorococcum kreée od 3 do 19 % (Amaro, 2011; Mata i sar., 2010) jedino je gajenjem u

podlozi sa otpadnim glicerolom RU postignut visi sadrzaj ulja.
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Produktivnost ulja soja Desmodesmus bila je ista u sve tri podloge i iznosila je 0,3 g/l i
isti sadrzaj ulja u suvoj biomasi od 22 % ostvaren je u podlogama sa ¢istim i otpadnim
glicerolom SU, dok je u podlozi sa otpadnim glicerolom RU zapazen visi sadrzaj ulja odnosno
28 %. I u ovom slucaju, podloga koja je bila nepogodnija za rast i u kojoj je utroSeno manje
glicerola, pokazala se kao pogodnija za produkciju ulja. U odnosu na dobijene rezultate gajenjem
u osnovnoj BBM podlozi, gde je dobijeni sadrzaj ulja iznosio 23 % (tabela 4.4), vrednosti
dobijene u podlogama sa Cistim i otpadnim glicerolom SU, neznatno su nize, dok je u podlozi sa
otpadnim glicerolom RU dobijeno vise ulja. Sve dobijene vrednosti sadrzaja ulja, gajenjem
izolovanog soja Desmodesmus u podlogama sa glicerolom, niZze su u odnosu na postignute i
objavljene rezultate istrazivanja sa nekim sojevima roda Desmodesmus gde je objavljivano da je

postignut sadrzaj ulja i do 50 % u odnosu na suvu biomasu (Pan i sar., 2011).
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Tabela 4.4 Ostvarene maksimalne vrednosti suve biomase (SBM), potrosnje glicerola (AGlic), prinosa (Yp/x) i sadrzaja ulja u
suvoj biomasi, tokom autotrofnog (u podlozi bez glicerola) i heterotrofnog gajenja algi (u podlogama sa ¢istim i otpadnim glicerolom
SU i RU)

Karakteristike bioprocesa

Autotrofno gajenje Heterotrofno gajenje
- Cist glicerol Otpadni glicerol SU? Otpadbni glicerol RU®

3 (Cvetkovic, 2013)

.(2 SBM Ulje SBM Aglic Ulje SBM Aglic Ulje SBM Aglic Ulje
§ g/l Yrix % g/l mg/ml %  Ypx % g/l mg/ml %  Ypx % g/l mg/ml % Ypx %
E g/l g/l g/l
Chlorella sp. 1,2 04 33 11 697 51 04 34 10 511 38 03 35 0,7 579 44 02 30
Chlorococcum sp. 1,5 0,2 16 1,7 13,77 100 03 17 14 13,14 100 0,2 15 13 807 61 03 23
Desmodesmus sp. 1,5 04 23 14 680 51 03 22 1,2 576 41 03 22 10 543 42 03 28
Scenedesmus sp. 1,0 03 29 10 831 59 03 27 09 6,20 47 03 31 09 423 32 03 31

2 Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz suncokretovog ulja.
b Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela iz repi¢inog ulja.
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5 ZAKLJUCCI

Proucavanjem mogucnosti mikrobioloskog iskoriS¢enja otpadnog glicerola dobijenog u
proizvodnji biodizela u cilju dobijanja komercijalnih mikrobioloskih proizvoda, odnosno mlecne
kiseline pomocu bakterije Enterococcus faecalis MK3-10A, antibiotika (heksaen H-85 i
azalomicin B) pomocu bakterije Streptomyces hygroscopicus CH-7 i ulja pomocu jednocéelijskih
algi izolovanih iz slatkovodnih bara, dobijeni su rezultati koji su podsticajni za dalja istrazivanja

i koji su u skladu sa podacima iz literature. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti:

1. Bakterija Enterococcus faecalis MK3-10A najbolje raste u podlozi sa glukozom i
u podlozi sa Cistim glicerolom i glukozom kao izvorom ugljenika. Bez obzira na slabiji rast,
najveca produkcija mleéne kiseline (14,64 mg/ml/d) ostvarena je gajenjem u podlozi koja je
sadrzala otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela od suncokretovog ulja kao jedini izvor
ugljenika. Zbog toga, glicerol suncokretovog ulja moze se posmatrati kao znacajan izvor
ugljenika za dalja istrazivanja moguc¢nosti gajenja bakterije mle¢ne kiseline.

2. Najnizi rast, potros$nja izvora ugljenika i produkcija mle¢ne kiseline bakterije E.
faecalis MK3-10A, ostvareni su u podlogama koje su sadrzale otpadni glicerol iz proizvodnje
biodizela od repi¢inog ulja, pa je neophodno dodatno precis¢avanje i obrada ovog izvora
ugljenika kako bi se, pre svega, mogao koristiti za dalja istrazivanja a potom i za primenu, kao
izvor ugljenika u bioprocesima dobijanja mle¢ne kiseline.

3. Gajenjem u podlogama sa glukozom, ¢istim 1 otpadnim glicerolom dobijenim iz
proizvodnje biodizela od suncokretovog i repic¢inog ulja, kao i u podlogama u kojima je glukoza
kombinovana sa glicerolom, bakterija E. faecalis MK3-10A nije produkovala znaéajnu koli¢inu
mle¢ne kiseline, pa se samim tim nije pokazala kao dobar producent mle¢ne kiseline.

4. Bakterija Streptomyces hygroscopicus CH-7 slabije raste koristeci otpadni glicerol

kao izvor ugljenika i u znatno manjoj meri (priblizno dvostruko manje) ga trosi nego glukozu.
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5. Gajenjem u osnovnoj podlozi sa otpadnim glicerolom dobijenim u proizvodnji
biodizela od suncokretovog ulja kao izvorom ugljenika, S. hygroscopicus CH-7 postize najvisu
koncentraciju antibiotika heksaena H-85 koja je za 10 % visa od postignute u osnovnoj podlozi
sa glukozom, odnosno prinos je poveéan 1,3 puta, dok je u podlozi sa otpadnim glicerolom
repi¢inog ulja ostvaren identi¢an prinos, ali niza maksimalna koncentracija.

6. Kori$¢enjem otpadnog glicerola dobijenog proizvodnjom biodizela od
suncokretovog i repi¢inog ulja kao izvor ugljenika, dobijene su nize koncentracije (71 % i 37 %
nize) i prinos (3,1 i 1,1 puta nizi) antibiotika azalomicina B, nego §to je dobijeno koris¢enjem
glukoze 1 Cistog glicerola.

7. Triptofan 1 derivati izatina, nemaju znaCajan uticaj na povecanje potroSnje
otpadnog glicerola kao, i na rast bakterije S. hygroscopicus CH-7, a sve ostvarene maksimalne
koncentracije suve biomase, nize su u odnosu na postignutu gajenjem u osnovnoj podlozi sa
glukozom.

8. Dodatak triptofana i1 derivata izatina u osnovnu podlogu, umesto sojinog braSna
kao izvor azota, ima stimulativno dejstvo na produkciju oba ispitivana antibiotika, prilikom
gajenja bakterije S. hygroscopicus CH-7 u podlogama sa otpadnim glicerolom iz proizvodnje
biodizela, kao izvor ugljenika.

9. Uz koriS¢enje triptofana i derivata izatina kao izvor azota, otpadni glicerol dobijen
u proizvodnji biodizela od suncokretovog ulja pokazao se kao pogodniji izvor ugljenika za
produkciju heksaena H-85, dok je za produkciju azalomicina B pogodniji otpadni glicerol

dobijen iz proizvodnje biodizela od repi¢inog ulja.
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10. Kao najpogodniji izvor azota za produkciju oba antibiotika, gajenjem u
podlogama sa otpadnim glicerolom, pokazao se izatin-3-hidrazon, sa kojim su ostvarene najvise
koncentracije oba antibiotika. Najvisa vrednost koncentracije heksaena H-85 ostvarena je u
podlozi sa otpadnim glicerolom dobijenim u proizvodnji biodizela od suncokretovog ulja, Sto je
1,2 puta vise od vrednosti ostvarene u podlozi sa otpadnim glicerolom suncokretovog ulja i
sojinim brasnom, a 1,3 puta visa od vrednosti ostvarene u osnovnoj podlozi sa sojinim braSnom i
glukozom. U podlozi sa glicerolom repi¢inog ulja i izatin-3-hidrazonom ostvarena je najvisa
maksimalna koncentracija azalomicina B, koja je 3 puta veca od maksimalne koncentracije
ostvarene u podlozi sa glicerolom repi¢inog ulja i sojinim brasnom, a priblizno 2 puta veca od
maksimalne koncentracije ostvarene u osnovnoj podlozi sa sojinim braSnom i glukozom.

11.  Izolovane jednocelijske slatkovodne alge slabije rastu u podlogama sa otpadnim
glicerolom iz proizvodnje biodizela u odnosu na podloge sa Cistim glicerolom, kao i osnovnu
podlogu bez izvora ugljenika. Otpadni glicerol dobijen u proizvodnji biodizela od repi¢inog ulja
pokazao se kao manje pogodan za gajenje algi od otpadnog glicerola suncokretovog ulja, pri
¢emu je postignuti sadrzaj suve biomase bio nizi za 7-30 %. Nasuprot tome, u tako dobijenoj
suvoj biomasi algi, sadrzaj ulja bio je veci za 27 - 53 %, osim kod soja Scenedesmus sa kojim su
ostvarene identicne vrednosti sadrzaja suve biomase i ulja. Poznato je da u manje pogodnim
uslovima za rast, alge produkuju vecu koli¢inu ulja, $to je potvrdeno i u ovom istrazivanju.

12. Izolovani soj algi, okarakterisan kao pripadnik roda Chlorococcum, pokazao je
najbolji rast u primenjenim uslovima i trosi svu raspolozivu koli¢inu ¢istog i otpadnog glicerola
dobijenog u proizvodnji biodizela od suncokretovog ulja, kao i znacajnu koli¢inu glicerola
repi¢inog ulja, (61 %), ali u odnosu na ostale izolovane sojeve algi produkuje najmanje ulja u
svim podlogama. lako je u podlozi sa otpadnim glicerolom repi¢inog ulja pokazao slabiji rast i

manju potrosnju istog, produkovao je 1,3 odnosno 1,5 puta vise ulja u njoj.
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13. Izolovani sojevi okarakterisani kao pripadnici sojeva Chlorella i Scenedesmus,
slabije rastu i koriste manje glicerola, ali su se pokazali kao znacajni i najpogodniji producenti
ulja prilikom gajenja u podlogama sa Cistim i otpadnim glicerolom iz proizvodnje biodizela od
suncokretovog i repic¢inog ulja, ostvarujuc¢i 27-35 % ulja u suvoj biomasi. Prema dobijenim
rezultatima, ova dva soja je potrebno podvrgnuti daljim proucavanjima u cilju stvaranja uslova
za prakti¢nu primenu u proizvodnji ulja algi.

14.  Otpadni glicerol iz proizvodnje biodizela od repi¢inog ulja se pokazao kao
najmanje pogodan izvor ugljenika za gajenje bakterija E. faecalis MK3-10A i S. hygroscopicus
CH-7 zbog necistoca koje sadrzi. Zbog toga, potrebno je precis¢avanje pre primene, osim u
slucaju produkcija antibiotika azalomicina B pomocu bakterije S. hygroscopicus CH-7 uz
dodatak derivata izatina kao izvor azota, kao i u slucaju produkcije ulja pomocu slatkovodnih
jednocelijskih algi. Nasuprot tome, otpadni glicerol suncokretovog ulja moze se koristiti bez
precis¢avanja jer je za produkciju mle¢ne kiseline, antibiotika heksaena H-85 i produkciju ulja

algi bio efikasniji od Cistog glicerola kao izvora ugljenika.
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7 PRILOG

Tabela 7.1 Promena opti¢ke gustine (biomase) bakterije E. faecalis MK3-10A tokom

fermentacije u podlozi MRS sa glukozom i MRS podlogama sa glukozom i ¢istim glicerolom i
otpadnim glicerolom SU i RU

OD 620
vreme(h)
/zvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 0,056 0,084 0,162 0,286 0,391 0,484 0,524 0,598 0,641 0,703 0,791 0,805 0,811
2 0,037 0,048 0,126 0,228 0,316 0,422 0,498 0,564 0,621 0,667 0,716 0,720 0,723
3 0,063 0,069 0,101 0,184 0,268 0,388 0,491 0,557 0,613 0,664 0,689 0,700 0,703
4 0,081 0,091 0,104 0,132 0,211 0,254 0,314 0,375 0,426 0,488 0515 0,548 0,561
1- Glukoza (20 g/l); 2- Glukoza + ¢&ist glicerol (15 g/l + 5 g/1); 3- Glukoza +otpadni glicerol SU (15 g/l +5
g/l); 4- Glukoza + otpadni glicerol RU (15 g/l + 5 g/l)
Tabela 7.2 Promena koncentracije glukoze tokom fermentacije pomocu bakterije E.
faecalis MK3-10A u podlozi MRS sa glukozom, kao i MRS sa glukozom i ¢istim glicerolom i
glicerolom SU i RU
GLUKOZA
vreme(h)
Nzvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 19,47 17,98 15,33 13,39 12,46 11,95 11,22 10,54 9,68 8,90 8,11 757 7,56
2 14,52 12,24 11,34 10,56 9,62 8,79 8,12 7,79 7,23 6,84 6,58 6,57 6,54
3 15,83 15,46 14,93 14,08 12,95 12,14 11,31 10,56 9,76 8,87 7,04 6,90 6,81
4 15,39 15,10 14,24 13,64 13,01 12,43 11,57 10,89 10,14 9,78 9,03 8,64 8,31

o/l); 4- Glukoza + otpadni glicerol RU (15 g/l + 5 g/l)

1- Glukoza (20 g/l); 2- Glukoza + ¢ist glicerol (15 g/l + 5 g/1); 3- Glukoza +otpadni glicerol SU (15 g/l +5
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Tabela 7.3 Promena koncentracije glicerola tokom fermentacije pomocu bakterije E.
faecalis MK3-10A u podlozi MRS sa glukozom, kao i MRS sa glukozom 1i Cistim glicerolom i
glicerolom SU i RU

GLICEROL (mg/ml)

vreme(h)
/lzvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 5,32 4,97 4,66 4,31 4,12 3,87 3,78 3,67 3,59 3,50 3,44 3,45 3,45
3 4,74 4,63 4,45 4,28 4,05 3,86 3,71 3,55 3,40 3,33 3,27 3,26 3,24
4 4,45 4,41 4,36 4,28 4,03 3,82 3,75 3,69 3,53 3,24 3,26 3,26 3,25

1- Glukoza (20 g/l); 2- Glukoza + ¢&ist glicerol (15 g/l + 5 g/1); 3- Glukoza +otpadni glicerol SU (15 g/l + 5
o/l); 4- Glukoza + otpadni glicerol RU (15 g/l + 5 g/l)

Tabela 7.4 Promena koncentracije mlecne kiseline tokom fermentacije pomocu bakterije
E. faecalis MK3-10A u podlozi MRS sa glukozom,kao i MRS sa glukozom i ¢istim glicerolom i
glicerolom SU i RU

MLECNA KISELINA (mg/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 1,41 2,23 3,54 6,78 9,56 11,14 12,48 13,88 14,92 15,76 16,02 15,98 16,01
2 1,16 1,64 2,26 3,87 514 6,93 9,17 11,24 12,88 14,21 14,88 15,06 15,11
3 1,52 1,89 2,32 3,91 512 7,24 9,18 10,46 11,60 12,84 14,38 14,61 14,78
4 1,38 1,52 191 2,94 4,16 5,22 6,31 7,56 8,86 10,04 10,98 11,57 11,83

1- Glukoza (20 g/l); 2- Glukoza + ¢&ist glicerol (15 g/l + 5 g/1); 3- Glukoza +otpadni glicerol SU (15 g/l +5
o/l); 4- Glukoza + otpadni glicerol RU (15 g/l + 5 g/l)
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Tabela 7.5 Promena opticke gustine (biomase) bakterije E. faecalis MK3-10A tokom
fermentacije u podlozi MRS sa ¢istim glicerolom, otpadnim glicerolom SU i RU

OD 620
vreme(h)
/1zvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 0,056 0,111 0,256 0,327 0,457 0,513 0,599 0,624 0,678 0,631 0,587 0,574 0,562
2’ 0,048 0,098 0,123 0,189 0,227 0,309 0,412 0,523 0,607 0,664 0,690 0,682 0,686
3 0,071 0,093 0,114 0,148 0,178 0,224 0,283 0,301 0,324 0,371 0,441 0,464 0,467

1’- Cist glicerol (15 g/1); 2~ Otpadni glicerol SU (15 g/1); 3’- Otpadni glicerol RU (15 g/I)

Tabela 7.6 Promena koncentracije glicerola tokom fermentacije pomocu bakterije E.
faecalis MK3-10A u podlozi MRS sa ¢istim glicerolom i otpadnim glicerolom SU i RU

GLICEROL (mg/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 20,14 19,66 18,82 17,69 16,54 15,87 15,16 14,68 14,24 13,73 13,56 13,40 13,29
2’ 18,67 18,46 17.94 17,33 16,58 15,74 14,87 12,91 12,43 12,12 11,98 11,94 11,76
3 16,79 16,71 16,65 16,04 15,67 15,14 14,88 14,12 13,77 13,41 13,34 13,29 13,26

1°- Cist glicerol (15 g/l); 2°- Otpadni glicerol SU (15 g/1); 3°- Otpadni glicerol RU (15 g/1)

Tabela 7.7 Promena koncentracije mle¢ne kiseline tokom fermentacije pomocu bakterije
E. faecalis MK3-10A u podlozi MRS sa ¢istim glicerolom i otpadnim glicerolom SU i RU

MLECNA KISELINA (mg/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
ugljenika
1 1,21 1,77 3,65 5,21 7,25 9,47 10,24 11,84 13,04 13,75 14,22 14,64 14,65
2’ 1,14 2,03 3,35 4,67 6,48 8,20 9,33 10,45 12,05 14,16 15,25 15,74 15,78
3 1,18 1,24 1,41 1,87 2,46 3,67 4,34 6,22 7,18 7,98 8,74 9,15 9,34

1’- Cist glicerol (15 g/1); 2°- Otpadni glicerol SU (15 g/1); 3°- Otpadni glicerol RU (15 g/l)
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Tabela 7.8 Promena koncentracije suve biomase bakterije Streptomyces hygroscopicus
CH-7 tokom fermentacije osnovnoj podlozi sa glukozom,gistim glicerolom i otpadnim

glicerolom SU i RU

SUVA BIOMASA (g/l)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1 0,46 3,09 7,54 10,18 8,42 5,96 7,9 5,8
2 0,55 6,14 9,04 8,85 8,59 7,15 6,81 4,92
3 0,51 6,41 8,88 8,02 6,64 53 4,1 3,35
4 0,37 0,96 2,24 4,18 6,52 3,23 2,89 2,65

1- Glukoza; 2- Cist glicerol; 3- Glicerol SU; 4- Glicerol RU

Tabela 7.9 Promena koncentracije izvora ugljenika tokom fermentacije u osnovnoj
podlozi sa glukozom,¢istim glicerolom i otpadnim glicerolom SU i RU

Izvor ugljenika (glukoza-glicerol) (g/l)

vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1 15,55 11,40 7,57 4,34 2,17 1,56 0,56 0,31
2 14,57 12,35 11,02 9,94 9,23 8,67 8,24 7,72
3 13,97 12,46 11,82 10,24 8,77 8,43 8,21 8,10
4 14,16 13,25 12,64 12,12 11,38 10,54 9,87 9,06

1- Glukoza; 2- Cist glicerol; 3- Glicerol SU; 4- Glicerol RU
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Tabela 7.10 Promena koncentracije antibiotika heksaena H-85 tokom fermentacije u
osnovnoj podlozi sa glukozom,¢istim glicerolom i otpadnim glicerolom SU i RU

Heksaen H-85 (pug/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1 1,4 48 91 122 146 116 89 27
2 2,2 24 67 106 121 95 43 16
3 2,4 63 121 162 116 83 140 41
4 1,8 31 75 94 64 42 22 12

1- Glukoza; 2- Cist glicerol; 3- Glicerol SU; 4- Glicerol RU

Tabela 7.11 Promena koncentracije antibiotika azalomicina B tokom fermentacije u
osnovnoj podlozi sa glukozom,¢istim glicerolom i otpadnim glicerolom SU i RU

Azalomicin B (pg/ml)

vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1 0,4 19,7 31,4 38,7 29,3 18,1 4,3 0,9
2 0,9 16,3 21,7 29,4 331 20,2 13,3 2,4
3 0,2 7.3 11,0 8,4 6,2 4,8 31 1,2
4 0,4 2,5 12,6 19,6 24,4 14,7 11 0,3

1- Glukoza; 2- Cist glicerol; 3- Glicerol SU; 4- Glicerol RU
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Tabela 7.12 Promena koncentracije suve biomase tokom fermentacije Cistog glicerola
pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-
hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom,
izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

SUVA BIOMASA (g/l)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,6 5,8 9,3 8,7 7,5 51 3,4 2,8
2* 11 34 6,2 8,8 6,3 54 2,7 2,1
3* 0,4 35 51 8,0 4,8 39 25 2,3
4* 1,3 2,8 57 8,1 6,4 59 4,5 1,8
5* 0,5 7,3 9,5 6,9 55 4,9 4,1 3,7
6* 0,5 4,6 7,8 8,2 7,1 6,3 54 2,8
™ 1,2 2,1 3.8 6,8 4,2 2,7 1,8 1,3

1*- Triptofan (15 g/dm®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- 1zatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm3);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm®)
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Tabela 7.13 Promena koncentracije suve biomase tokom fermentacije glicerola SU
pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-
hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom,
izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

SUVA BIOMASA (g/l)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,7 54 8,7 8,2 6,8 4.4 2,7 2,2
2% 0,6 2,1 6,6 8,4 6,4 5,0 33 15
3* 11 4,1 58 7,5 8,2 52 4,5 1,7
4% 0,7 19 3,3 51 5,9 53 3,6 2,1
5* 1,2 5,2 7,4 9,7 8,2 57 3,7 2,4
6* 0,6 4,3 6,9 7,6 6,5 4,9 2,2 0,9
™ 0,8 1,7 2,9 4,6 54 3,9 31 1,4

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?q);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)

Tabela 7.14 Promena koncentracije suve biomase tokom fermentacije glicerola RU
pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-
hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom,
izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

SUVA BIOMASA (g/l)

vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168

ugljenika
1* 11 4,4 6,1 6,9 6,2 55 4.7 4.2
2* 0,4 338 5,2 6,3 7,1 538 51 31
3* 0,5 1,2 2,0 3,7 538 4,0 3,6 3,3
4* 0,9 1,9 39 6,1 53 42 3,4 2,8
5* 0,4 31 4,6 6,5 6,2 58 4,0 3,6
6* 0,7 2,6 38 4,7 59 3,6 2,7 2,4
7* 0,6 15 31 4,4 55 4,8 4,1 3,2

1*- Triptofan (15 g/dm?3); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?d);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)
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Tabela 7.15 Promena koncentracije glicerola tokom fermentacije ¢istog glicerola pomoc¢u
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-hidrazonom, 5-
hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom, izatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Glicerol (g/1)
vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 14,8 13,5 12,1 11,0 10,3 9,7 8,9 8,6
2* 15,5 12,8 10,9 10,4 9,9 9,6 9,2 9,1
3* 15,2 14,7 14,1 13,6 13,3 12,9 12,3 11,8
4* 15,8 15,1 13,6 12,3 12,1 11,9 11,4 10,9
5* 14,4 13,1 11,8 10,4 9,5 8,8 8,1 7,6
6* 15,4 14,2 13,6 12,8 115 10,8 9,7 9,1
™ 14,6 141 13,4 12,8 12,2 11,5 10,9 10,4

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?q);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)

Tabela 7.16 Promena koncentracije glicerola tokom fermentacije glicerola SU pomoc¢u
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-hidrazonom, 5-
hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom, izatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Glicerol (g/)

vreme(h)

/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika

1* 14,5 13,2 11,8 10,9 10,5 10,1 9,6 9,3

2* 14,2 13,8 12,1 11,5 10,9 10,4 9,9 9,5

3* 15,3 15,1 14,9 14,4 13,3 12,9 12,6 12,5

4* 14,1 13,7 131 11,9 11,3 10,6 10,2 10,0

5* 13,8 131 12,6 11,9 11,1 10,6 9,5 8,8

6* 14,4 12,9 11,8 11,2 10,9 10,5 10,2 9,9

7 13,9 13,7 13,3 12,6 12,1 11,7 11,2 10,8

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dmd);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)
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Tabela 7.17 Promena koncentracije glicerola tokom fermentacije glicerola RU pomocéu
Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-hidrazonom, 5-
hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom, izatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Glicerol (g/1)
vreme(h)
llzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 14.2 13.8 13.3 12.2 114 111 10.7 104
2* 145 141 13.9 13.6 11.2 10.8 10.5 10.3
3* 13.8 13.3 12.9 124 11.9 11.6 11.4 114
4* 14.5 13.9 131 124 121 11.9 11.8 11.6
5* 13.7 134 12.9 121 11.4 11.2 10.9 105
6* 13.6 134 13 12.6 11.9 11.6 11.5 11.3
e 13.8 13.7 135 13.3 12.3 121 11.8 11.6

1*- Triptofan (15 g/dm®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm3); 4*- I1zatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- 1zatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm3);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm®)
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Tabela 7.18 Promena koncentracije heksaena H-85 tokom fermentacije ¢istog glicerola
pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-
hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom,
izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Heksaen H-85 (pg/ml)

vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,7 84 126 149 130 76 41 33
2* 11 91 135 179 194 158 108 37
3* 11 88 109 156 166 107 42 28
4* 0,4 102 138 161 154 111 39 22
5* 1,2 79 116 138 182 154 120 41
6* 0,4 45 87 119 138 93 47 16
™ 0,9 11 64 109 128 145 86 47

1*- Triptofan (15 g/dm®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- 1zatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm3);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm®)
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Tabela 7.19 Promena koncentracije heksaena H-85 tokom fermentacije otpadnog
glicerola SU pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-
hloroizatin-3-hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-
hidrazonom, izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4 -
hidroksi)benzoilhidrazonom

Heksaen H-85 (pg/ml)

vreme(h)
/lzvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 1,2 81 127 151 130 88 48 14
2* 14 65 94 129 186 141 111 21
3* 3,3 38 79 112 161 96 56 15
4% 0,9 22 61 89 116 134 93 11
5* 2,2 51 98 136 196 119 43 28
6* 2,2 33 57 80 135 61 38 27
™ 15 4,6 27 78 103 128 59 4

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?q);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)
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Tabela 7.20 Promena koncentracije heksaena H-85 tokom fermentacije otpadnog
glicerola iz proizvodnje biodizela od repi¢inog ulja pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u
podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-
3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom, izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-
hloroizatin-3-(4-hidroksi)benzoilhidrazonom

Heksaen H-85 (pug/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,8 3,2 55 112 141 97 44 16
2* 1,2 11 42 85 133 122 79 21
3* 0,7 25 49 80 113 137 27 8
4* 2,1 7,3 33 57 75 122 31 14
5* 1,6 21 47 94 153 130 76 17
6* 1,7 52 22 65 98 118 74 23
e 2,4 6,5 19 34 69 97 55 24

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- 1zatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm3);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm®)
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hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom,

Tabela 7.21 Promena koncentracije azalomicina B tokom fermentacije Cistog glicerola
pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-

izatin-3-tozilhidrazonom,

izatin-3-hidrazonom,

izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Azalomicin B (pg/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 1,1 19 24 33 38 29 20 11
2* 0,3 27 36 41 53 46 28 14
3* 0,7 22 29 47 34 26 18 12
4* 0,8 31 42 51 64 51 32 24
5* 0,3 6 4 9 18 59 10 3
6* 0,3 24 20 27 52 19 11 10
e 0,5 15 27 36 41 42 33 18

7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dmq);
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Tabela 7.22 Promena koncentracije azalomicina B tokom fermentacije otpadnog glicerola

SU pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7 u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-

hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom,

izatin-3-tozilhidrazonom,

izatin-3-hidrazonom,

izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Azalomicin B (ug/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,4 8 19 24 32 21 10 7
2* 0,7 5 13 21 27 18 15 9
3* 1,2 2 9 19 42 24 15 12
4* 0,8 11 6 27 35 46 17 16
5* 0,4 16 36 31 39 49 33 6
6* 0,9 12 24 30 35 22 13 12
™ 0,8 3 12 7 31 38 21 10

7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm®);
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Tabela 7.23 Promena koncentracije azalomicina B tokom fermentacije otpadnog glicerola
RU pomocu Streptomyces hygroscopicus CH-7u podlogama sa triptofanom, 5-hloroizatin-3-
hidrazonom, 5-hloroizatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-tozilhidrazonom, izatin-3-hidrazonom,
izatin-3-(4 -hidroksi)benzoilhidrazonom i 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazonom

Azalomicin B (pg/ml)

vreme(h)
/1zvor 0 24 48 72 96 120 144 168
ugljenika
1* 0,3 1,2 4,6 22 30 37 15 6
2* 0,6 8 12 16 40 18 12 8
3* 0,2 26 48 57 64 69 55 11
4* 0,2 13 35 41 50 71 53 4
5* 0,5 22 14 61 75 66 49 12
6* 11 6 19 26 33 21 10 4
e 0,2 3 29 18 41 50 34 7

1*- Triptofan (15 g/dm?®); 2*- 5-hloroizatin-3-hidrazon + triptofan (10 g/dm3+5 g/dm?3); 3*- 5-hloroizatin-3-
tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?®); 4*- Izatin-3-tozilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 5*- Izatin-3-
hidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?); 6*- Izatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?q);
7*- 5-hloroizatin-3-(4"-hidroksi)benzoilhidrazon + triptofan (10g/dm3+5g/dm?)

Tabela 7.24 Promena opti¢ke gustine tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa ¢istim glicerolom

ODs20

vreme (dan)
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

/1zolat
1 0,052 0,061 0,288 0,379 0,456 0,772 0,899 1,156 1,202 1,480 1,456
2 0,049 0,288 0,362 0,551 0,635 0,732 1,106 1,249 1,310 1,387 1,612
3 0,046 0,232 0,171 0,375 0,592 0,727 0,882 1,168 1,305 1,496 1,560
4 0,057 0,133 0,179 0,371 0,489 0,611 0,834 1,206 1,287 1,324 1,310

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.
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Tabela 7.25 Promena opti¢ke gustine tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa otpadnim glicerolom SU

Glicerol (mg/ml)

vreme (dan)

Nzolat 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
1 13,75 13,21 12,18 1131 941 872 818 768 725 691 6,78
2 13,77 1364 1298 11,03 965 631 402 114 020 0,00 0,00
3 13,35 13,17 1294 1167 1086 9,72 914 845 788 7,03 6,55
4 1396 13,88 13,75 1254 1136 896 827 7,13 651 6,02 565

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.

Tabela 7.26 Promena opticke gustine tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa otpadnim glicerolom RU

ODs20

vreme (dan)
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

/1zolat
1 0,047 0,023 0,019 0,168 0,338 0,434 0,790 0,891 0,964 1,108 1,302
2 0,061 0,257 0,323 0,492 0,587 0,640 0,838 0,951 1,102 1,184 1,360
3 0,042 0,118 0,153 0,335 0,463 0,781 0,885 1,114 1,231 1,254 1,290
4 0,055 0,119 0,160 0,298 0,381 0,519 0,683 1,056 1,133 1,142 1,136

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.
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Tabela 7.27 Poromena koncentracije glicerola tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa Cistim glicerolom

Glicerol (mg/ml)

vreme (dan)

Nzolat 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
1 1346 1321 12,69 1233 1187 11,14 1053 947 894 851 834
2 13,14 13,11 1226 1006 7,88 512 246 116 024 0,09 0,00
3 1406 13,95 1334 1184 11,14 1043 983 912 861 840 8,29
4 13,17 12,35 11,43 1016 824 756 732 716 7,05 7,02 6,98

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.

Tabela 7.28 Poromena koncentracije glicerola tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa otpadnim glicerolom SU

ODs20

vreme (dan)
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

/1zolat
1 0,051 0,094 0,128 0,314 0476 0,623 0,837 0,958 0,991 0,981 0,988
2 0,056 0,168 0,330 0545 0,671 0,808 0,923 1,011 1,164 1,222 1,280
3 0,043 0,103 0,164 0,212 0,331 0,486 0,620 0,835 0,984 1,101 1,114
4 0,052 0,228 0,369 0,462 0,523 0,604 0,68 0,807 0,951 0,994 1,187

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.

Tabela 7.29 Promena koncentracije glicerola tokom gajenja izolovanih slatkovodnih
jednocelijskih algi iz rodova Chlorella, Chlorococcum, Desmodesmus i Scenedesmus u BBM
podlozi sa otpadnim glicerolom RU

Glicerol (mg/ml)

vreme (dan)

Nzolat 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
1 13,16 13,08 13,02 12,61 1197 11,04 966 935 830 7,72 737
2 13,24 13,08 12,76 12,12 1146 95 731 6,07 571 554 516
3 1292 12,75 12,23 11,75 11,21 10,76 10,04 937 878 821 7,50
4 13,21 1286 1255 11,93 11,22 10,54 10,03 9,64 915 9,06 898

1- Chlorella sp.; 2- Chlorococcum sp.; 3- Desmodesmus sp.; 4- Scenedesmus sp.
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