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Uvod

1. UvoD

U industrijskom mijerilu za proizvodnju etanola koristi se kvasac Saccharomyces
cerevisiae (Oshoma i sur., 2015). Bioetanol se u industrijskom mijerilu proizvodi iz Skrobnih
(npr. kukuruz, pSenica) i Secernih sirovina (SeCerna repa, Secerna trska). KoriStenje
lignoceluloznih obnovljivih sirovina kao Sto su nusproizvodi poljoprivredne (izluzeni rezanci
Secerne repe, psenicna slama i kukuruzovina; Koller i sur., 2013) i Sumarske industrije,
otpadni papir i dr. (BusSi¢, 2018) za proizvodnju bioetanola i drugih kemikalija ima veliki
potencijal.

Glavni nedostatak kvasca S. cerevisiae za proizvodnju etanola iz lignoceluloznih
sirovina je nemogucnost koristenja ksiloze i arabinoze (Narayanan i sur., 2016). Stoga je
potrebno provesti istrazivanja s drugim ,nekonvencionalnim®" vrstama kvasaca koji, za sada,
nemaju znacajnu industrijsku primjenu (e.qg. Candida, Pichia, Schwanniomyces). Prednost
ovih vrsta kvasaca je koristenje vecine ugljikohidrata prisutnih u lignoceluloznim sirovinama
(Johnson, 2013a). Osim proizvodnje etanola, ne-Saccharomyces kvasci mogu proizvoditi
razliCite sekundarne metabolite. Poznata je primjena ne-Saccharomyces kvasaca u
proizvodnji vina jer se ovi kvasci prirodno nalaze na pokoZici grozda kao Sto su
Hanseniaspora (Kloeckera), Candida, Metschnikowia, Brettanomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora, Rhodotorula, Zygosaccharomyces, Cryptococcus.
Specificni spojevi koje mogu proizvesti ne-Saccharomyces kvasci ukljuCuju acetaldehid,
octenu kiselinu, estere, glicerol, vise alkohole, terpenoide i druge nusprodukte (du Plessis i
sur., 2017).

U ovom radu odredivana je fermentacijska sposobnost ne-Saccharomyces kvasaca
Pichia kudriavzevii ZIM 3106 i Schwaniomyces polymorphus ZIM 2980 u podlozi s glukozom.
Odredeni bioprocesni parametri za ne-Saccharomyces kvasce usporedeni su s odgovarajucim
vrijednostima za kvasac Saccharomyces cerevisiae ZIM 3148. Odreden je i utjecaj razliCitih
koncentracija mlijecne kiseline na fermentacijsku sposobnost navedenih kvasaca kako bi se
pronasao kvasac koji moze tolerirati relativno visoke koncentracije mlijeCne kiseline i biti
potencijalan kandidat za ugradnju gena za proizvodnju L-laktata u bioprocesu vodenom bez

regulacije pH vrijednosti podloge.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kvasci

Kvasci su organizmi koji pripadaju carstvu gljiva, a mogu se Kklasificirati ili u
askomicete (Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomeces, QOgataea,
Scheffersomyces, Yarrovia, itd.) ili u bazidiomicete (Filobasidiella, Rhodotorula, Cryptococcus,
Rhodosporidium, Trichosporon, Xanthophyllomyces dendrorhous, Phaffia rhodozyma), a
razmnozavaju se pupanjem (Tirker, 2015; Johnson, 2013). Kvasci mogu tolerirati Sirok
raspon pH vrijednosti, a rastu i u relativno niskom pH podrucju gdje vecina bakterija ne
moze rasti. Obzirom na optimalnu temperaturu rasta, mikroorganizmi se mogu podijeliti u tri
vece skupine: (1) termofilni mikroorganizmi su oni kojima je Tmax Mnogo iznad 50°C; (2) oni
koji rastu na temperaturama izmedu 25 i 50°C nazivaju se mezofilni; (3) psihrofilni su oni
koji rastu na temperaturama ispod 25°C. Prema tome, kvasci pripadaju uglavnom skupini
mezofilnih mikroorganizama (Ttirker, 2015).

Tradicionalna industrijska primjena kvasca S. cerevisiae ukljuCuje proizvodnju piva,
jabukovaca, vina, destiliranih alkoholnih pi¢a, pekarskih proizvoda, fermentiranih mlijecnih i
mesnih proizvoda kao i druge fermentirane hrane. Ostali industrijski procesi u kojima se
koristi kvasac S. cerevsiae je proizvodnja bioetanola, proteina, industrijskih enzima, krmiva i
drugih biokemikalija (Johnson, 2013).

U novije vrijeme ne-Saccharomyces kvasci (nekonvencionalni kvasci) koriste se kao
radni mikroorganizmi za razliCite biotehnoloSke procese. Ovi kvasci sluze kao domadini za
ekspresiju razliCitih proteina, provodenje razli¢itih biotransformacija, sintezu kemikalija i
spojeva koji imaju medicinsku primjenu te se mogu Koristiti kao dodatak prehrani. Uz
navedeno, ne-Saccharomyces kvasci imaju vaznu ulogu u bioremedijaciji tla te sluze kao

indikatori kvalitete okoliSa (Johnson, 2013a).

2.1.1. Ne-Saccharomyces kvasci

Ne-Saccharomyces kvasci koji pripadaju klasi askomiceta koriste se u proizvodniji
hrane i etanola, proizvodnja proteina, hrane za zivotinje i stoCne hrane, heterolognu
proizvodnju proteina i enzima, te kao i modelni organizmi u genetickim istrazivanjima.

Nasuprot tome, kvasci koji pripadaju klasi bazidomiceta imaju ograniCenu upotrebu u

2
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biotehnoloskim procesima te se koriste uglavnhom za proizvodnju enzima, odredenih

primarnih i sekundarnih metabolita (terpenoidi, karotenoidi) te bioremedijaciju okolisa
(Johnson, 2013b; Tablica 1.).

Tablica 1. Neki primjene ne-Sacharomyces kvasaca u industrijskoj proizvodniji (Johnson,
2013a, Johnson, 2013b).

klasa kvasac Proizvod Primjena
] ) industrija proizvodnje
Pseudozyma antarctica lipaze _
komponenti arome
Cryptococcus spp. ksilanaza bioloSka razgradnja
) bioloSka razgradnija,
o Markiella spp. galakturonaza i -
2 prehrambena industrija
9o
g ] . ) industrija proizvodnje
=2 Trichosporon asahii beta-glukozidaza )
© komponenti arome
Cryptococcus laurentii laktamaza/racemaza | farmaceutska industrija
Phaftia rhodozyma astaksantin farmaceutska industrija
Moniella spp. eritritol zasladivac
Ogataea polmorpha fitaza prehrambena industrija
fenilalanin
Candliaa boidinii ) farmaceutska industrija
Q dehidrogenaza
(]
9o
g Geotrichum candidum lipaza obrada otpadnih voda
X
(92}
© Candida lipolytica lipaza proizvodnja detergenata

Zygosaccharomyces rouxii

L-glutaminaza

terapeutika, analitika
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2.1.2. Fermentativna sposobnost ne-Saccharomyces kvasaca

Kako bi proizvodnja etanola ili drugih kemikalija iz lignoceluloze bila ekonomski
isplativa potrebno je pronaéi robustan radni mikroorganizam koji moze koristiti sve
ugljikohidrate prisutne u lignoceluloznim sirovinama uz zadovoljavajuci prinos i produktivnost
procesa (Hou i Yao, 2012).

Kvasac Saccharomyces cerevisiae najcesce je koristeni mikroorganizam u postojeéem
procesu proizvodnje bioetanola, ali fermentira samo heksoze, ostavljajuéi velike koli¢ine
pentoza, ksiloze i arabinoze nefermentirane. Veéina kvasaca koji fermentiraju ksilozu, npr.
kvasci iz roda Pichia ili Candida zahtijevaju pazljivu kontrolu odredenih parametara
bioprocesa (npr. pO,) kako bi preveli ksilozu u etanol, Sto dodatno poskupljuje proces i
povecava sloZzenost vodenja procesa (Hou i Yao, 2012a). Iako je najviSe istrazena primjena
ne-Saccharomyces kvasaca u proizvodniji vina, sve vise se istrazuje primjena ovih kvasaca za
proizvodnju etanola ili drugih biokemikalija (Hou i Yao, 2012; Jessica Lleixa, Maria Manzano,
Albert Mas and Mariadel C. Portillo, 2016). U Tablici 2. prikazani su neki ne-Saccharomyces
kvasci koji proizvode etanol i postignuti prinosi i koeficijenti konverzije odredenih

ugljikohidrata u etanol.

Tablica 2. Neki ne-Saccharomyces kvasci koji proizvode etanol.

izvor etanOI YEtOH/izvorC
. kvasac referenca
ugljika CISHICER
Kluyveromyces
fruktoza 16,6 0,230 Segura-Garcia i sur., 2015
marxianus DU3
Kluyveromyces
sok agave 30,21 0,297 Segura-Garcia i sur., 2015
marxianus DU3
fruktoza Pichia kluyveri GRO3 33,4 0,392 Segura-Garcia i sur., 2015
sok agave Pichia kluyveri GRO3 30,0 0,308 Segura-Garcia i sur., 2015
hidrolizat Spathaspora 39.0 0370
/ / L t al., 2012
drva javora passalidarum NN245 ong et ak.,
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2.2. Utjecaj inhibitora na rast i aktivnost kvasaca

Tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina dolazi do stvaranja razlicitih inhibitora
prisutnih u hidrolizatu koji mogu inhibirati rast radnog mikroorganizma kao i smanijiti prinos
etanola i produktivhost procesa proizvodnje etanola. Ovi inhibitori svrstani su u tri skupine:
furani (furfural i hidroksimetilfurfural), slabe kiseline (mravlja kiselina, levulinska kiselina,
octena kiselina) i fenolni spojevi (vanilin, koniferil aldehid, 4-hidroksibenzojeva kiselina).
Sastav i udio navedenih inhibitora u hidrolizatu lignoceluloznih sirovina ovisi o uvjetima
predobrade i vrsti, starosti i vremenu berbe lignocelulozne sirovine (Narayanan i sur., 2016;
Hou i Yao, 2012b). Kiseline koje se mogu pronadi u lignoceluloznim sirovinama (npr. otpadna
trava), kao posljedica rasta bakterija mlijeCne kiseline, mogu biti octena i mlije¢na kiselina
(Narendranath i sur., 2001).

Inhibitorni ucinak slabih organskih kiselina na rast kvasca ovisi o pH vrijednosti
podloge, konstanti disocijacije kiselina i koncentraciji kiselina (Narayanan i sur., 2016;
Narendranath i sur., 2001a). Odnos nedisociranog i disociranog oblika slabe kiseline u otopini
opisan je Henderson-Hasselbachovom jednadzbom (Casey i sur., 2010). Organske kiseline
imaju jaci inhibitorni ucinak na mikroorganizme pri nizim pH vrijednostima pa se
pretpostavlja da je inhibitorni ucinak ovih kiselina rezultat nedisociranog oblika molekula ovih
kiselina. Transport nedisociranog oblika ovih kiselina u stanicu odvija se pasivhom difuzijom
dok se ne uspostavi ravnotezno stanje. Zbog viSe pH vrijednosti citoplazme dolazi do
disocijacije molekula, a oslobodeni protoni se ili ispumpavanju iz stanice u zamjenu za
katione ili se neutraliziraju ,puferiraju¢im kapacitetom" citoplazme. Smatra se da do inhibicije
rasta mikroroganizama dolazi zbog sinergistickog ucinka nekoliko faktora: slabe kiseline
narusavaju strukturu membrane; inhibiraju osnovne metabolicke puteve kao posljedica
snizene pH vrijednosti citoplazme zbog disocijacije kiseline ili izravne inhibicije odredenih
enzima, kao i nakupljanje toksic¢nih aniona. U kvascima je predloZeno da slabe kiseline mogu
uzrokovati indukciju energetski skupog odgovora na stres koji pokusava obnoviti homeostazu
i rezultirati smanjenjem energije koja je dostupna za rast i druge metabolicke funkcije
(Narendranath i sur., 2001b).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizam

U ovom radu, kao radni mikroorganizami, koriSteni su kvasci iz Zbirke industrijskih

mikroorganizmov Ljubljana Biotehniska fakulteta (Ljubljana, Slovenija):

1. Saccharomyces cerevsiae ZIM 3148
2. Pichia kudriavzevii ZIM 3106
3. Schawaniomyces polymorphus ZIM 2980.

3.1.2. Kemikalije i hranjive podloge

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

Kemikalija

Cistoéa

Proizvodac

D-(+)-glukoza

p.a.

Kemika, Hrvatska

kvascev ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Merck, Njemacka

pepton za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
butan-1-ol p.a. Fisher Scientific, SAD
mlijecna kiselina 85% Sigma-Aldrich, Njemacka
cinkov sulfat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
apsolutni etanol p.a. Carlo Erba Reagents, Italija
Hrvatski zavod za
demineralizirana voda p.a. transfuzijsku medicinu,
Hrvatska
fosfatna kiselina p.a. Fluka, Njemacka

3.1.2.1. Hranjive podloge za odrzavanje, Ccuvanje i uzgoj bakterijskih kultura

Kulture kvasaca Saccharomyces cerevsiea ZIM 3418, Pichia kudriavzevii ZIM 3106 i

Schawaniomyces polymorphus ZIM 2980 cuvana su i odrZzavane na c¢vrstoj YPD podlozi.
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Tekuéa YPD podloga koriStena za pripravu inokuluma za uzgoj kvasaca. Sastav Cvrste i

tekuce YPD podloge prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Sastav ¢vrste i tekuce YPD podloge.

tekuca YPD podloga | ¢vrsta YPD podloga
glukoza (g L) 20 20
kvadcev ekstrakt (g L™) 20 20
pepton (g L) 10 10
agar (g L) - 20

Pocetne pH vrijednosti priredenih YPD podloga bila su 6,2 + 0,1 jedinica.

3.1.3. Aparatura i pribor

3.1.3.1. Sustav za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti

(eng. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC)

Kromatograf Shimadzu CLASS-VP LC10AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan) sastoji se od
pumpe (LC-10ADVP), otplinjaca (DGU-14A), injektora (SIL-10 ADVP), uredaja za grijanje
kolone (CTO-10AVP), ionsko-izmjenjivacke analiticke kolone (Supelcogel™ C-610H; 30 cm x

7,8 mm ID, 9 um) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm ID, 9 pym), detektora

indeksa loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-19A/P) i racunalnog programa za

kromatografiju (CLASS-VP v6.10).

3.1.3.2. Ostala oprema

- analiticka vaga Mettler Toledo (Columbus, Ohio, SAD);
- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- autoklav Sutjeska;

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

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

- suSionik Instrumetarija ST-50 (Zagreb, Hrvatska);
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- magnetna mjesalica Cimarec iTM Poly15 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

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

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

- UV/Vis spektrofotometar Cary 100 UV-VIS (Agillent Technologies, Santa Clara, SAD)

- centrifuga Centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprava hranjivih podloga

Kvasci koriSteni u ovom radu uzgajani su u standardnoj tekucoj YPD podlozi (YPD,,
Tablica 4) koja se sastoji od kvas€evog ekstrakta (y = 10 g L') , peptona (y = 20 g L) i
glukoze (y = 20 g L"). Osim u standardnoj YPD podlozi uzgoji ovih kvasaca provedeni su i u
YPD podlogama u kojima je koncentracija glukoze iznosila od 10 do 100 g L™ (Tablica 5.). Svi
sastojci podloge su odvagani i otopljeni u demineraliziranoj vodi nakon ¢ega su sterilizirani u
autoklavu pri 121°C tijekom 20 minuta.

Za ispitivanje ferementativne sposobnosti kvasaca u prisutnosti razlicitih koncentracija
mlijeCne kiseline, u standardnu YPD podlogu (YPD,) dodana je mlijeCna kiselina u
koncentracijama prikazanim u Tablici 5.

Za odrzavanje kultura kvasaca koristenih u ovom radu priredene su YPD agar podloge
(Wagar = 2 %), a za pripremu inokuluma za provodenje fermentacija koriStena je standardna
YPD podloga (YPDy).
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Tablica 5. Podloge i uvjeti pri kojima je provedeni uzgoji kvasaca.

v T MK Yalc S. cerevisiae P. kudriavzevii  S. polymorphus
podloga (mL) (°C)  (mgL?) (g L) ZIM 3418 ZIM 3106 ZIM 2980
YPDyo 10 28 - 10 + + +
YPDyo 10 28 - 20 + + +
YPDs, 10 28 - 50 + + +
YPD;o 10 28 - 70 + + +
YPD100 10 28 - 100 + + +
YPD100 400 28 - 100 + + +
YPD, 10 28 0,8 20 + + +
YPD, 10 28 4 20 + + +
YPD,o 10 28 8 20 + + +
YPD,o 10 28 16 20 + + +
YPD,o 10 28 40 20 + + +
YPD,o 10 28 80 20 + + +
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3.2.2. Odredivanje fermentativhe sposobnosti ne-Saccharomyces kvasaca P.
kudriavzevii ZIM 3106 i S. polymorphus ZIM 2980 i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148
u YPD podlogama

Kulture kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM
3148 porasle na Petrijevim ploCama s ¢vrstom YPD podlogom koriStene su za pripremu
inokuluma za provedene bioprocese. Mikrobioloskom usicom kultura kvasaca je precijepliena
u tekucu YPD podlogu u staklenoj epruveti (V« = 10 mL). Ove kulture kvasaca su inkubirane
kroz 18 sati pri temperaturi od 28 °C. Ovako porasle kulture korisStene su kao inokulum za
provodenje uzgoja u svim YPD podlogama (Tablica 5.). Sterilne YPD podloge nacjepljivane
su u aseptic¢nim uvjetima s po 5% vol/vol inokuluma (0,5 mL).

Uzgoji su provedeni pri 28 °C staticno bez podeSavanja pH vrijednosti u

mikroaerofilnim uvjetima.

3.2.3. Uzgoj ne-Saccharomyces kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106 i S. polymorphus ZIM
2980 i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlogama s visokom pocetnom

koncentracijom glukoze

Priprava inokuluma za uzgoje kvasaca AP. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM
2980 i S. cerevisiae ZIM 3148 provedena je kako je to opisano u poglavlju 3.2.2.
Sterilne YPD;oo podloge (300 mL; j4ukoza = 100 g L) nacijepljene su u asepti¢nim uvjetima s
po 5% “°/,, inokuluma i zatvorene s vreljnatom. Uzgoj je proveden uz mijeSanje (n = 150

min™) pri 28°C bez regulacije pH vrijednosti.

3.2.4. Odredivanje utjecaja razlicite koncentracije mlijecne kiseline na
fermentativhu aktivnost ne-Saccharomyces kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106 i S.
polymorphus ZIM 2980 i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148 u standardnoj YPD podlozi

Za odredivanje utjecaja mlijeCne kiseline na fermentativnu sposobnost kvasaca,
provedeni su uzgoji u u standardnim YPD,, podlogama u koje je dodana mlijec¢na kiselina u
koncentracijama od 0,8 do 80 g L™ (Tablica 5.). Inokulum je pripremljen kako je to opisano
u poglavlju 3.2.2. Sterilne YPD,, podloge (koncentracijom glukoze od 20 gL™) nacijepljene su
u asepti¢nim uvjetima s po 5% "%/, inokuluma i uzgoji su provedeni stati¢no pri 28°C u

mikroaerofilnim uvjetima bez podeSavanja pH vrijednosti. Tijekom uzgoja u izuzetim

10



Materijali i metode

uzorcima odredena je opticka gustoca (ODego) pri valnoj duljini svjetlosti od 600 nm, te su

uzorci centrifugirani i supernatant je spremljen za HPLC analizu.

3.2.5. Analiticke metode

Tijekom uzgoja kvasaca u razli¢itim YPD podlogama (Tablica 5.) pracena je opticka
gustoéa izuzetih uzoraka (ODgy) (Poglaviie 3.2.6.). Nakon izdvajanja biomase
centrifugiranjem odredena je koncentracija suhe tvari biomase gravimetrijskom metodom
(%) (Poglavlje 3.2.7.), a u supernatantima YPD podloga odredena je koncentracija: glukoze
(79c), mlijeCne (), i octene kiseline (jok), glicerola (jgicero), i €tanola (yeon). (Poglavije
3.2.10.).

3.2.6. Odredivanje opticke gustoce uzoraka hranjive podloge

Opticka gustoCa uzoraka odredena je iz prvog decimalnog razrijedenja uzoraka
izuzetih tijekom uzgoja kvasca u razli¢itim YPD podlogama. Odredeni volumen svakog
razrjedenja (V' = 4 mL) prenesen je u kivete promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena,
Njemacka) i pomocu UV/Vis spektrofotometra Cary 100 Uv-Vis (Agillent Technologies)
odredena je opticka gustoca pri valnoj duljini (1) od 600 nm (ODsq).

3.2.7. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase gravimetrijskom metodom

U prethodno osusene i izvagane konusne kivete od 15 mL (Nunc, Nalge Nunc
International, New York, SAD) pipetom je preneseno 3 mL izuzete suspenzije. Uzorak je
centrifugiran (6000 rpm, 10 min, 4 °C, centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham,
Massachusetts, SAD) i nakon toga je supernatant otpipetiran iz kivete. Izdvojena biomasa je
susena pri 105 °C do konstantne mase. Nakon suSenja i vaganja kiveta s osusenom
biomasom na analitickoj vagi izraCunata je koncentracija suhe tvari biomase () prema

sljede¢em izrazu:

K=" [9L7] [3-1]
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m - masa kivete s biomasom nakon susenja [g],
mx - masa prazne kivete nakon susenja [g],

Wz - volumen uzorka [L].

3.2.8. Analiza uzoraka tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti
(HPLC)

1z uzoraka izuzetih tijekom uzgoja kvasaca u YPD podlogama centrifugiranjem (6000
rpm, 10 min, 4 °C; SL 8R ThermoScientic, Waltham, Massachusetts, SAD) je izdvojena
biomasa. Iz dobivenih supernatanata taloZzenjem su izdvojeni proteini sa cinkovim sulfatom
heptahidratom (Poglavlje 3.2.9.). Dobivena otopina je profiltirana pomocu Sprica kroz
najlonski filter sa porama veli¢ine 0,20 um. Filtrat je analiziran pomoéu kromatografskog

sustava.
3.2.9. Talozenje proteina iz uzoraka cinkovim sulfatom

U supernatant uzorka volumena 700 L dodana je otopina cinkovog sulfata
heptahidrata (» = 100 g L") u omjeru volumena 1:1 (V/ = 700 .L). Dobivena otopina
intenzivno je izmjedana tijekom 20-ak sekundi (mikser EV-100, Tehtnica, Zelezniki,
Slovenija) i ostavljena minimalno 20 minuta pri sobnoj temperaturi da se proteini istaloze.
Centrifugiranjem (10000 g, 5 min, 4 °C; Harrier 18/10 Sanyo, Watford, Velika Britanija)
izdvojeni su istaloZeni proteini, a dobiveni supernatant profiltriran je pomocu Sprice na koje
je, kao nastavak, dodan najlonski filter s porama veli¢ine 0,20 zm (Sartorius Stedim Biotech
GMBH, Goettingen, Njemacka). Ovako pripravljeni uzorci analizirani su pomocu Shimadzu
CLASS-VP LC-10A /P sustava (Poglavlje 3.2.10.).

3.2.10. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Kromatografski sustav Shimadzu CLASS-VP LC-10A,» (Shimadzu, Kyoto, Japan)
koristen je za odredivanje koncentracije ugljikohidrata (glukoze), glicerola, mlijecne i octene
kiseline te etanola u uzorcima izuzetim tijekom provedenih fermentacija. Kao mobilna faza
koriStena je 0,1 % otopina fosforne kiseline. Injektirano je 20 xL uzorka u sustav. Protok

mobilne faze je 0,5 mL min?, a temperatura ionsko — izmjenjivatke analiticke kolone

12



(Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm ID, 9 xm) s predkolonom (Supelcoge

Materijali i metode

4,6 mm ID, 9 xm) 55 °C. Za detekciju je koriSten detektor indeksa loma.

H; 5 cm x

Obrada rezultata dobivenih kromatografskom analizom napravljena je pomocu

racunalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP). Pripadajuce vrijednosti ocitane su iz

bazdarnih pravaca (Tablica 6).

Tablica 6. Retencijska vremena i bazdarni pravci.

Spoj tr+< (min) jednandzba bazdarnog pravca R (-)
glukoza 13,012 A = 377242,1858x - 4487,0600 1.0000
mlijecna kiselina 17.473 A = 243473,97x + 2856,08 0,9999
glicerol 18.183 A = 298199,58x + 7203,53 0,9999
octena kiselina 19,936 A = 164952,58x + 2260,95 0,9999
etanol 27,464 A = 1163351,69x - 953,28 1,0000

* tx izraZzeno kao srednja vrijednost + standardna devijacija; A, povrsina

3.2.11. Izracunavanje pokazatelja uspjesnosti rasta i proizvodnje mlijecne

kiseline

Prinos biomase ( ¥x)

Yy = XX [gL]

Xo - pocetna koncentracija biomase [g L™]

X - konaéna koncentracija biomase [g L]

Prinos produkta (¥p)

Yo = PR [gL™]

A, - potetna koncentracija produkta [g L]

P - konacna koncentracija produkta [g L™]

[3-2]

[3-3]
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Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu ( ¥y;s)

_ (X)) _AX XK q
YX/S = (50—-5)_E5_E9 [99-]
S, X% - poletne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L™],
S, X - kona¢ne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],
(Mari¢ i Santek, 2009).

Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt ( ¥5/s)

S, P - potetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L™],
S, P- kona¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
(Marié¢ i Santek, 2009).

X, P- kona¢na koncentracija biomase, odnosno produkta [g L™],
(Mari¢ i Santek, 2009).

Produktivnost (Pr)

% ili ¥% _
pr= XTLP ;' P kg m3h]
U

¥ - prinos biomase [g L™]
¥ - prinos produkta [g L™]
&, - ukupno vrijeme bioprocesa [h]

[3-4]

[3-5]

[3-6]
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja fermentativnhe sposobnosti i
otpornosti na mlijeCnu kiselinu ne-Saccharomyces kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S.
polymorphus ZIM 2980 i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148. Uzgoji su provedeni u YPD (eng.
yeast extract, peptone, dextrose) podlogama u kojima je kao glavni izvor ugljika koriStena
glukoza u rasponu koncentracija od 10 — 100 g L. Odredivanje utjecaja mlije¢ne kiseline na
fermentativnu sposobnost kvasaca provedeno je u YPD,, podlozi uz dodatak mlijecne
kiseline u koncentracijama od 0,8 do 80 g L™. Otpornost na mlije¢nu kiselinu utvrdivana je
zbog pronalazenja kvasca koji moze biti potencijalni kandidat za konstruiranje
transformanata koji umjesto etanola mogu proizvoditi L-mlije¢nu kiselinu u bioprocesu bez
regulacije pH vrijednosti podloge. Bioprocesi proizvodnje mlijeCne kiseline u kojima se ne
kontrolira pH vrijednost imaju jednostavniji i jeftiniji postupak izdvajanja i procisSéavanja
mlijecne kiseline iz fermentirane podloge Cime se postize konkurentnija cijena mlijetne

kiseline na trzistu.
Rezultati provedenih istrazivanja podijeljeni su u sljedec¢a poglavlija:
4.1. Odredivanja fermentativne sposobnosti kvasaca

4.2. Anaerobni uzgoj nekih kvasaca u YPD podlozi s visokom pocetnom

koncentracijom glukoze (g = 100 g L)

4.3. Odredivanje utjecaja mlijeCne kiseline na fermentativnhu sposobnost nekih

kvasaca

15
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4.1. Odredivanje fermentativne sposobnosti kvasaca

Uzgoj kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM
3148 proveden je u YPD podlozi s razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze od 10 do 100
g L™ (Slika 2., Tablica 5., poglavlje 3.2.1.) stati¢no u mikroaerofilnim uvjetima.

Promjenom opticke gustoce pracen je rast istrazivanih kvasaca tijekom 72 h uzgoja
(Slika 2.). Nakon 72 h uzgoja izdvojen je supernatant u kojem su odredene koncentracije
supstrata i produkata fermentacije (etanol, glicerol, octena kiselina; Tablica 7.). Dobiveni
rezultati prikazani su na Slikama 2. i 3.

Ne-Saccharomyces kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 utrosi sav supstrat tijekom 48 h
iz YPD podloga u koje je dodana glukoza u rasponu koncentracija od 10 do 50 g L, dok je u
podlozi sa 70 odnosno 100 g L™ glukoze utro$eno 97,40 odnosno 86,29% glavnog izvora
ugljika. Kvasac S. polymorphus ZIM 2980 utroSi sav supstrat tijekom 48 h iz YPD podloga u
koje je dodana glukoza koncentracije 10 g L*, dok je u podlogama u rasponu koncentracija
od 20 do 100 g L glukoze utrodeno 98,73 odnosno 67,58% glavnog izvora ugljika.

Kvasac S. cerevisiae ZIM 3148 tijekom 48 h utrosi sav supstrat iz YPD podloga u koje
je dodana glukoza u rasponu koncentracija od 10 do 70 g L™, dok je u podlozi sa 100 g L™

glukoze utroseno 94% glavnog izvora ugljika.
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Slika 2. Promjena opticke gustoée (ODsy) tijekom uzgoja kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106,

t (h)

S. polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlozi pri razlicitim

koncentracijama glukoze (ygukoza = 10 — 100 g L™) u mikroaerofilnim uvjetima.
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Tablica 7. Koncentracija biomase, etanola, octene kiseline i glicerola odredene nakon
uzgoja provedenih u YPD podlogama s razlicitom pocetnom koncentracijom
glukoze (. = 10 - 100 g L") s pomocu kvasaca P. kudriawzevii ZIM 3106, S.
polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3148.

Yalc Yalc,72h* 75(* }’EtOH* }’HAC* }’glicerol*
Kvasac

(gLh)  (gLh (gL (@LhH @LhH (gL

10 0,02 1,14 3,96 0,21 0,77
20 0,05 1,18 7,70 0,25 1,13
Pichia kudriavzevii

50 0,17 1,20 9,05 0,02 0,87

ZIM 3106
70 2,60 0,82 11,81 0,05 1,05
100 13,71 1,34 9,15 0,00 0,84
10 0,02 1,36 4,02 0,27 0,82
20 1,27 1,58 2,47 0,09 0,82

Schwaniomycwes

polymorphus 50 15,80 078 317 134 0,38

ZIM 2980
70 32,23 1,28 3,23 0,00 0,43
100 32,42 1,20 3,18 1,34 0,47
10 0,02 0,54 4,60 0,14 0,49
20 0,05 0,78 5,15 0,24 0,87

Saccharomyces

cerevisiae 50 0,14 1,62 833 0,00 0,44

ZIM 3148
70 1,51 1,88 10,98 0,00 0,78
100 6,07 1,96 17,44 0,03 1,18

*odredeno nakon 72 h fermentacije
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A 016
M Pichia kudriavzevii ZIM 3106

0,14
B Schwaniomyces pseudopolymorphus ZIM 2980
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B Saccharomyces cerevisiae ZIM 3148
=~ 0,10
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Slika 3. (A) Koeficijent konverzije supstrata u biomasu (¥qc) i (B) koeficijent konverzije
susptrata u etanol ( Yewor/gic) Za kvasce P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM 2980 i
S. cerevisiae ZIM 3148 odreden pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze u YPD
podlozi (10 - 100 g L™).

Koeficijenti konverzije glukoze u biomasu i glukoze u etanol smanjuju se s porastom
koncentracije glukoze za fermentacije provedene sa sva tri kvasca (Slika 3.). Kvasac P.
kudriavzevii ZIM 3106 i kvasac S. cerevisiae ZIM 3148 imaju vrlo slicne vrijednosti
koeficijenta konverzije glukoze u etanol za fermentacije provedene u modificiranim YPD
podlogama u kojima je koncentracija glukoze od 10 do 70 g L™, dok je pri koncentraciji

glukoze od 100 g L vrijednost koeficijenta konverzije glukoze u etanol za kvasac P.
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kudriavzevii ZIM 3106 manja za oko 30 %. Koeficijent konverzije glukoze u etanol je kod
kvasca S. polymorphus ZIM 2980 pri koncentracijama glukoze veéim od 50 g L™ dvostruko

manji od istih vrijednosti odredenih za kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 i S. cerevisiae ZIM
3148.

4.2. Anaerobni uzgoj kvasaca u YPD podlozi s visokom pocetnom koncentracijom
glukoze (75 ~90gL™)

U ovom poglavlju prikazani su rezultati anaerobnog uzgoja ne-Saccharomyces
kvasaca S. polymorphus ZIM 2980 (Slika 4.), P. kudriavzevii ZIM 3106 (Slika 5.) i kvasca S.
cerevisiae ZIM 3148 (Slika 6. ) u YPD podlozi s poviSenom pocetnom koncentracijom glukoze
(Jouukoza ~ 90 g L") pri 28°C i n = 130 rpm. Koncentracije glukoze i produkata fermentacije
odredene su HPLC metodom (poglavlje 3.2.10.), a vrijednosti za opticku gusto¢u odredene
su spektrofotometrijski (poglavlje 3.2.6.).

Osnovni biokineticki parametri i parametri uspjesnosti bioprocesa proizvodnje etanola
s pomocCu ne-Saccharomyces kvasaca i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlozi s

visokom pocetnom koncentracijom glukoze (ygukoza = 100 g L) prikazani su u Tablici 8.

100 8

L
80 -E\Bﬂ\ﬁ\g\a
- 6

60

40 -

20 A

1
7/9|Uk02a’ Yetanol (g L )
~
1
OD6OO (_)’ yglicerol’ Yoctena kiselina (g L )

0 10 20 30 40 50
t(h)

Slika 4. Promjena koncentracije glukoze (ygukoza, 1), Opticke gustoce (ODggo, 4\), etanola

(Jetanoly ©O), glicerola (ygicerol, @) i OCtene kiseline (joctena kiselina, <) tijekom anaerobnog uzgoja
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kvasca Schwanniomyces polymorphus ZIM 2980 u YPD podlozi s visokom pocetnom
koncentracijom glukoze (giukoza = 100 g L) pri 28°C.

100

[y
o

-1
7g|u|oza’ 7etano| (g L )

-1
ODGOO (')’ 7g|icer0l’ Yoctena kiselina (g L )

t (h)

Slika 5. Promjena koncentracije glukoze (ygukoza, 1), OptiCke gustoCe (ODggo, 4\), etanola
(Jetanol, O), glicerola (ygiicerol; @) i Octene kiseline (joctena kiselina, <) tijekom anaerobnog uzgoja
kvasca Pichia kudriavzevii ZIM 3106 u YPD podlozi s visokom pocetnom koncentracijom
glukoze (ygukoza ~ 100 g L) pri 28°C.
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Slika 6. Promjena koncentracije glukoze (jgukoza, O ), Opticke gustoce (ODgoo, A) , etanola

(Jetanol, ©O), glicerola (ygiicerol, ®) i Octene kiseline (joctena kiselina, <) tijekom anaerobnog uzgoja
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kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlozi s visokom pocetnom

koncentracijom glukoze (giukoza = 100 g L) pri 28°C.

Tablica 8. Osnovni biokineticki parametri i parametri uspjesnosti bioprocesa proizvodnje
etanola s pomocéu ne-Saccharomyces kvasaca i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlozi

s visokom pocetnom koncentracijom glukoze (jgukoza = 90 g L) pri 28°C.

Kvasac Yo/s+ Utrosena Preon
glukoza
(9g™) (%) (gL' h?)
Pichia 0,43 66,14 0,52
kudriavzevij ZIM
3106
Schwaniomyces 0,54 16,49 0,17
polymorphus
ZIM 2980
Saccharomyces 0,38 99,17 0,72
cerevisiae ZIM
3148

*na utroSeni supstrat

Proizvodnja etanola s pomocu kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM 2980 i
S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD podlozi u kojoj je poCetna koncentracija glukoze iznosila oko
90 g L proveden je kako bi se utvrdili procesni parametri poput produktivnosti procesa
proizvodnje etanola. Anaerobni Sarzni uzgoj proveden je u trajanju od 48 sati u Erlenmeyer
tikvici na magnetnoj mjeSalici (n = 130 min™) i pri temperaturi od 28°C bez kontrole pH
vrijednosti podloge. Tijekom 48 h fermentacije, kvasac S. cerevisiae ZIM 3148 utroSio je
gotovo svu glukozu iz podloge dok su kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 i S. polymorphus ZIM
2980 utrosili 66,14 i 16,49 % glukoze iz podloge. Maksimalna koncentracija etanola
postignuta nakon 48 h fermentacije za sva tri kvasca iznosila je redom, 7,98 g L* (S.
polymorphus ZIM 2980; Slika 4.), 25,04 g L™ (P. kudriavzevii ZIM 3106; Slika 5.) 134,30 g L’
1 (8. cerevisiae ZIM 3148, Slika 6.). Tijekom anaerobnog uzgoja kvasaca P. kudriavzevii ZIM

3106, S. pseudopolymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3148 u YPDy, podlozi, najvisa
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produktivnost procesa proizvodnje etanola postignuta je za kvasac S. cerevisae ZIM 3148
(0,72 g L' h). Za proizvodnju etanola s pomocu uzgoja kvasca P. kudriavzevii ZIM 3106
postignuta je 30 % manja produktivnost proizvodnje etanola (0,52 g L™ h), dok je za
proizvodnju etanola s pomoc¢u kvasca S. polymoprhus ZIM 2980 odredena Cak Cetiri puta
manja vrijednost (0,17 g L™ h). Segura-Garcia i sur. (2015) proizveli su oko 30 g L™
etanola iz soka agave s pomocu kvasca Pichia kluyveri GRO3 uz koeficijent konverzije
supstrata u etanol od 0,31 g g*, dok su Chamnipa i sur. (2018) tijekom wuzgoja P.
kudriavzevii proizveli 35,51 g/L etanola iz hidrolizata bagaze Seéerne trske koji je sadrzavao
85 g L glukoze. Za ovaj uzgoj odreden je koeficijent konverzije glukoze u etanol od 0,42 g
gt i produktivnost procesa proizvodnje etanola od 1,48 g L* h™. Dobiveni rezultati za
koeficijent konverzije glukoze u etanol odgovaraju vrijednostima odredenim u ovom radu za

P. kudriavzevii ZIM 3106 (Tablica 8.).

Proizvodnja etanola s ne-Saccharomyces kvascima koriStenim u ovom radu ima
smanjenu produktivnost u odnosu na fermentacije provedene s kvascem S. cerevisiae ZIM
3148. Povecanje produktivnosti procesa proizvodnje etanola u kojima se kao radni
mikroorganizam koriste ne-Saccharomyces kvasci moglo bi biti u promjeni optimalne
temperature fermentacije ili nacinu vodenja procesa, npr. kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 je
termotolerantni kvasac koji moze rasti i pri temperaturi od 45°C (Pongcharoen i sur., 2018;
Chamnipa i sur., 2018).
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4.3. Odredivanje utjecaja mlijecne kiseline na fermentativhu sposobnost nekih

kvasaca

Uzgoj kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S. polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM
3148 proveden je u YPD,, podlozi s razli¢itim pocetnim koncentracijama mlijecne kiseline
(Tablica 5., poglavlje 3.2.1.) stati¢no u mikroaerofilnim uvjetima. Tijekom provedenih bio-
procesa pracena je promjena opti¢ke gustoce (podaci nisu prikazani) te je HPLC metodom
odredena koncentracija glukoze i produkata fermentacije (etanol, glicerol, octena kiselina).
Dobiveni rezultati prikazani na Slikama 4., 5. i 6.

Utjecaj slabe organske kiseline, kao Sto je mlije¢na kiselina, na fermentativnu
sposobnost kvasaca odreden je kako bi se pronasao kvasac koji moze biti dobar kandidat za
geneti¢ke transformacije u soj producent mlijecne kiseline te kako bi se taj soj koristio u
bioprocesima bez regulacije pH vrijednosti, tj. u procesima u kojima se ne koriste sredstva
za neutralizaciju.

U ovom radu odredeno je da koncentracije mlije¢ne kiseline od 0,8 g L™ do 4,0 g L™
nemaju utjecaj na konacni prinos etanola prilikom uzgoja kvasaca S. polymorphus ZIM 2980
i kvasca S. cerevisiae ZIM 3148 u YPD,, podlozi, dok kod kvasca P. kudriavzevii ZIM 3106
mlijecna kiselina u koncentraciji od 0,8 g L* do 4 g L™ smanjuje prinos etanola za oko 7 %
do 19 % (Slika 7.).

Mlije¢na kiselina u koncentraciji od 40 g L™ inhibira rast i proizvodnju etanola kod
kvasca S. polymorphus ZIM 2980, dok pri ovoj koncentraciji mlijeCne kiseline kvasac S.
cerevisiae ZIM 3148 postize prinos etanola od 77 % u odnosu na kontrolu, a kvasac P.
kudriavzevii ZIM 3106 postize samo 8 % od prinosa etanola postignutog u kontrolnom
uzgoju. Mlije¢na kiselina u koncentraciji od 80 g L™ inhibira rast i proizvodnju etanola kod
sve tri navedene vrste kvasaca. Prema dobivenim rezultatima niti jedan od dva navedena
ne-Saccharomyces kvasca ne moze rasti u podlozi s dodanom mlijecnom kiselinom uspjesno

kao kvasac S. cerevisiae ZIM 3148.
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Slika 7. Utjecaj mlije¢ne kiseline na proizvodnju etanola s pomocu kvasaca P. kudriavzevii
ZIM 3106, S. pseuodpolymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3418 u YPD,, podlozi u

mikroaerofilnim uvjetima pri 28°C.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Za odredivanje fermentativnhe sposobnosti kvasaca P. kudriavzevii ZIM 3106, S.
polymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3148 na glukozi je testiran raspon
koncentracija od 10 do 100 g L. Kvasac S. cerevisiae ZIM 3148 tijekom 48 h utroSi
sav supstrat iz YPD podloga u kojima je dodana glukoza u rasponu koncentracija od
10 do 70 g L, dok je u podlozi sa 100 g L™ glukoze utro$eno 94% glavnog izvora
ugljika. Kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 utroSi sav supstrat tijekom 48 h iz YPD
podloga u koje je dodana glukoza u rasponu koncentracija od 10 do 50 g L™, dok je
u podlozi sa 70 odnosno 100 g L™ glukoze utroSeno 97,40 odnosno 86,29% glavnog
izvora ugljika. Kvasac S. polymorphus ZIM 2980 utroSi sav supstrat tijekom 48 h iz
YPD podloga u koje je dodana glukoza koncentracije 10 g L, dok je u podlogama s
20 do 100 g L™ glukoze utrodeno 98,73 odnosno 67,58% glavnog izvora ugljika.

2. Tijekom anaerobnog uzgoja kvasaca A. kudriavzevii ZIM 3106, S.
pseudopolymorphus ZIM 2980 i S. cerevisiae ZIM 3148 u YPDy, podlozi najvisa
produktivhost procesa proizvodnje etanola postignuta je za kvasac S. cerevisae ZIM
3148 (0,72 g L' h). Za proizvodnju etanola s pomo¢u kvasca P. kudriavzevii ZIM
3106 postignuta je 30 % manja produktivnost proizvodnje etanola (0,52 g L™ h™),
dok je za proizvodnju etanola s pomocu kvasca S. polymorphus ZIM 2980 postignuta
&ak Cetiri puta manja vrijednost (0,17 g L h).

3. Koncentracije mlije¢ne kiseline od 0,8 g L™ do 4,0 g L nemaju utjecaj na konacni
prinos etanola prilikom uzgoja kvasaca S. pseudopolymorphus ZIM 2980 i kvasca S.
cerevisiae ZIM 3148 u YPD,, podlozi, dok kod kvasca P. kudriavzevii ZIM 3106
mlije¢na kiselina u koncentraciji od 0,8 g L do 4 g L™ smanjuje prinos etanola za
oko 7 % do 19 %.

4, Mlije¢na kiselina u koncentraciji od 40 g L inhibira rast i proizvodnju etanola kod
kvasca S. pseudopolymorphus ZIM 2980, dok pri ovoj koncentraciji mlijecne kiseline
kvasac S. cerevisiae ZIM 3148 postize 77 % od prinosa etanola u odnosu na
kontrolu, a kvasac P. kudriavzevii ZIM 3106 postize samo 8 % od prinosa etanola
postignutog u kontrolnom uzgoju. Mlije¢na kiselina u koncentraciji od 80 g L™ inhibira

rast i proizvodnju etanola kod sve tri navedene vrste kvasaca.
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