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1. UvOD



(S)-adenozil-L-metionin (SAMe, AdoMet) je bioloska molekula koja sluzi kao glavni donor
metilne skupine u reakcijama kataliziranim enzimima metiltransferazama. SAMe je prekursor
za sintezu glutationa (GSH), vazan je faktor u metabolizmu nukleinskih kiselina i poliamina,
biosintezi sterola i fosofolipida zbog ¢ega je nuzan za normalno funkcioniranje biomembrana
i odrzavanje njihove strukture, te se pokazao kao koristan farmaceutik i nutraceutik u lijeCenju
razlic¢itih bolesti poput depresije, osteoartritisa, demencije 1 bolesti jetre (Bottiglieri, 2002).
Biosinteza SAMe odvija se u citoplazmi stanica svih mikroorganizama te u tkivima organa
viSih organizama, a najceS¢e se proizvodi izolacijom iz kvasCeve biomase uzgojene
mikrobnom fermentacijom u hranjivom mediju koji sadrzi prekursor L-metionin (L-Met). U
proizvodnji SAMe Koriste se kvasci koji su sposobni nakupljati vece koli¢ine SAMe pri cemu
se sinteza odvija djelovanjem SAM sintetaze iz L-metionina i ATP-a (Cao i sur., 2012).

Scheffersomyces stipitis je Crabtree-negativni askomicetni kvasac koji je ranije bio poznat i
pod imenom Pichia stipitis, a ve¢ duze vrijeme se istrazuje kao potencijalni mikroorganizam
za proizvodnju bioetanola 1 proizvoda visoke vrijednosti (heterolognih proteina). Znacajan je
zbog sposobnosti fermentacije i rasta na velikom broju razli¢itih Se¢era (heksoza i pentoza)
(Nigam, 2002), zbog ¢ega se moze koristiti za proizvodnju bioetanola 1 ostalih kemikalija iz
predobradenih lignoceluloznih sirovina poput otpadnog drveta, pSeni¢ne i rizine slame,
bagase Secerne trske, kukuruznih oklasaka i kukuruzovine (Agbogbo i Coward-Kelly, 2008).

U ovom radu istrazit ¢e se uzgoj selekcioniranog kvasca S. stipitis M12 rezistentnog na
nistatin na laboratorijskoj tresilici i u laboratorijskom bioreaktoru s ciljem optimiranja
hranjivog medija za rast soja M12 i proizvodnju SAMe u uvjetima intenzivne aeracije. Zbog
usporedbe ¢e u istim uvjetima paralelno biti uzgajan divlji soj kvasca S. stipitis. Soj M12
izoliran je s podloge s nistatinom nakon primjene ultraljubicastog (UV) svjetla, zbog ¢ega ima
poremecaj u biosintezi ergosterola koji dovodi do povecanog udjela SAMe u stanici kvasca.
Soj M12 ne eksprimira enzim A-24-sterol-C-metiltransferazu (Erg6) koja u divljem soju
katalizira metilaciju zimosterola u fekosterol prilikom biosinteze ergosterola u kojoj se trosi
znatan dio stani¢énog SAMe. Osim toga, prekidom biosinteze ergosterola dobiven je soj M12 s
nizim udjelom ergosterola u stanicnoj membrani, $to znatno utjece na fluidnost membrane i
Prilikom istrazivanja ispititat ¢e se utjecaj dodatka razli¢itih vrsta i koncentracija protektivnih
spojeva u hranjivi medij na rast i proizvodnju SAMe kako bi se osigurao dobar rast soja

kvasca S. stipitis M12 i proizvodnja SAMe u uvjetima intenzivne aeracije.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Kvasci

Kvasci su jednostani¢ni eukariotski mikroorganizmi koji se ve¢ tradicionalno
primjenjuju u biotehnologiji. Svrstani su u carstvo Fungi koje se na osnovu karakteristika

vegetativnog rasta i prirode spora dijeli u Cetiri koljena (Grba, 2010):

1. Zygomycota
Ascomycota

Deuteromycota (Fungi imperfecti)

A wn

Basidiomycota.

Kvasce moZzemo definirati kao askomicetne i1 bazidiomicetne gljive koje se mogu
razmnozavati vegetativno pupanjem ili cijepanjem (fisijom). Industrijski znacajni kvasci

svrstani su u razred Ascomycetes, a samo neki u Basidiomycetes (Grba, 2010).
2.1.1.Regulacija metabolizma kvasca

2.1.1.1. Pasteurov efekt

Pasteurov efekt opisuje metabolizam ugljikohidrata u stanici kvasca u aerobnim i
anaerobnim uvjetima. Prema Pasteurovom efektu, u aerobnim uvjetima ugljikohidrati se u
potpunosti oksidiraju do CO; i vode, ne nastaje etanol, a stvara se vecéa koli¢ina biomase, dok
se u anaerobnim uvjetima ugljikohidrati brzo previru u etanol i CO,, pri ¢emu nastaje vrlo
malo biomase. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yyxss) i koeficijent pretvorbe
supstrata u produkt (etanol) (Yegss) u aerobnim uvjetima iznose 0,59 X g*S,i0 g EtOH g™ S,
odnosno u anaerobnim uvjetima 0,02 g X g™ S, i 0,45 g EtOH g™ S (Slavica, 2016) .

2.1.1.2. Crabtree - efekt
Crabtree-efekt je pojava kod odredenih vrsta kvasaca prilikom koje, u aerobnim
uvjetima uslijed visoke koncentracije izvora ugljika (Secera), kvasac umjesto razgradnje
Se¢era TCA ciklusom 1 stvaranja biomase fermentira Secer u alkohol (etanol). Fenomen je
nazvan po engleskom biokemicaru Herbertu Graceu Crabtree-ju koji ga je opisao 1929.
godine, a zapaZzen je kod rodova Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Debaryomyces,

Brettanomyces, Torulopsis, Nematospora, i Nadsonia (De Deken, 1966).

2.1.1.3. Kluyverov efekt
Kluyverov efekt predstavlja nemogucnost nekih fakultativno-fermentativnih kvasaca,
koji fermentiraju glukozu, da u anaerobnim uvjetima fermentiraju odredene ugljikohidrate u

etanol, iako ih mogu oksidirati u aerobnim uvjetima (respiracija). Kluyver-pozitivni
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ugljikohidrati su u pravilu disaharidi, a od monosaharida Kluyver-pozitivha je jedino
galaktoza (Fukuhara,2003).

2.1.1.4. Custerov efekt
Custerov efekt je pojava kod koje u aerobnim uvjetima kvasci fermentiraju glukozu u
etanol uz nakupljanje acetata. Promjenom aerobnih uvjeta u anaerobne, fermentacija supstrata
se zaustavlja tijekom nekoliko sati, a nakon toga se nastavlja vrlo sporo. Neki od Custer-
pozitivnih kvasaca su vrste iz rodova Brettanomyces, Dekkera i Einiella (Uscanga i sur.,
2003).

2.1.2.Potencijal kvasaca u biotehnologiji

Jo$ od drevnih vremena, kvasci se tradicionalno primjenjuju kao biokatalizatori u
proizvodnji fermentiranih proizvoda (piva, vina), etanola i jakih alkoholnih pica te pekarskih
proizvoda. Napretkom znanosti i biotehnologije, kvasci se po¢inju primjenjivati u proizvodnji
biogoriva, ,,single cell” proteina (SCP), industrijskih enzima i metabolita male molarne mase,

a pokazali su se i kao dobri indikatori prilikom bioremedijacije (slika 1).

Slika 1. Podrucja primjene kvasca u biotehnologiji (prilagodeno iz Johnson i Echavarri-

Erasun, 2011).



2.1.2.1. Proizvodnja bioetanola

U posljednjih nekoliko godina, zbog sve vece potrosnje fosilnih goriva i sve veée bojazni
od iscrpljivanja njihovih izvora, razvili su se razliCiti procesi proizvodnje biogoriva iz
alternativnih izvora. Kad govorimo o kvascima u proizvodnji biogoriva, najcesce se taj izraz
odnosi na dosad najbolje okarakterizirani kvasac Saccharomyces cerevisiae. No primjenom
lignoceluloznih sirovina u proizvodnji bioetanola interes se usmjerava ka vrstama sposobnim
za fermentaciju pentoznih Seéera poput Pachysolen tannophilus, Candida shehatae,
Scheffersomyces stipitis, Kluyveromyces marxianus te vrstama roda Brettanomyces,
Clavispora, Schizosaccharomyces i Debaromyces (Kuhad i sur., 2011). Primjena genetickog
inzenjerstva omogucila je razvoj rekombinantnih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae
koji mogu fermentirati pentozne Secere Sto je, zbog visoke tolerancije Saccharomyces vrsta na

etanol, uvelike unaprijedilo proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina.

2.1.2.2. Proizvodnja enzima

Kvasceva biomasa dobar je izvor enzima invertaza, alkohol dehidrogenaza, /-
galaktozidaza, lipaza, rafinaza, fosfofruktokinaza i fosfoglicerol-kinaza koje se nalaze u
stanicama kvasca u velikim koli¢inama, zbog ¢ega su pogodne za komercijalnu proizvodnju.
Invertaza, proteoliticki enzimi, melibiaza (a-galaktozidaza) i1 alkohol dehidrogenaza najcesce
se izoliraju ekstrakcijom iz biomase pekarskog kvasca (S. cerevisiae), lipaze iz kvasaca roda
Candida (Candida rugosa), a laktaze (5-galaktozidaze) iz kvasaca rodova Kluyveromyces (K.
marxianus) i Candida (Grba, 2010).

2.1.2.3. Proizvodnja farmaceutskih proizvoda
Kvasci imaju posebno mjesto u proizvodnji farmaceutskih preparata i lijekova, jer se
neke od komponenata izoliraju iz same kvasceve biomase, dok se druge sintetiziraju pomocu
kvasaca, Sto je posebno doSlo do izrazaja primjenom rDNA tehnologije (geneticko
inZenjerstvo). Za proizvodnju se najcesce koriste kvasac Saccharomyces cerevisiae i kvasci
roda Pichia (Pichia pastoris), a jedni od naj¢es¢ih proizvoda su kozni respiracijski faktor, /-

glukan, koenzim-A sintetiziraju¢i kompleks i (S)-adenozil-L-metionin (Grba, 2010).

2.1.2.4.  Proizvodnja bioloski aktivnih spojeva
Razvoj tehnologije rekombinantne DNA omogucio je da se pomoc¢u mikroorganizama
proizvedu bioloski aktivne komponente za farmakolosku primjenu. U pocetku je dominantnu
ulogu u proizvodnji bioloski aktivnih spojeva imala bakterija probavnog trakta Escherichia

coli koja intracelularno nakuplja proteine u inkluzijska tijela zbog ¢ega je potrebno naknadno



v s .

izdvajanje iz stanica i proci§¢avanje proizvoda do visoke Cistoce. Kasnije, po€inje primjena
eukariotskih stanica kvasca (S. cerevisiae, a kasnije Pichia pastoris) s moguc¢noscu
ekstracelularnog izlucivanja zeljenih proteina kako bi se olakSao proces proizvodnje (Grba,
2010). Neki od terapeutskih proteina proizvedenih pomocu stanica kvasca prikazani su u
tablici 1.

Tablica 1. Terapeutski proteini proizvedeni pomocu stanica kvasca (prilagodeno iz Grba,

2010).
Komercijalni naziv | Rekombinantni protein Proizvoda¢ Kvasac
Actrapid / Novolog Inzulin Novo Nordisk S. cerevisiae
Albumen Rh albumen Delta Biotechnol S. cerevisiae
Comvax S.cerevisiae Hepatitis B-antigen Merck S. cerevisiae
Glukagen Glukagon Novo Nordisk S. cerevisiae
. o Crucell:Green Cross
Hepatitis B vaccine Hepatitis B-proteini (2.Koreia) P. angusta
Trypsin Inzulin Aventis P. pastoris
Valtropin Somatropin, rh GH Biopartners S. cerevisiae

2.1.3.0dabrane biotehnoloski interesantne vrste kvasaca

Tablica 2. Kvasci od posebnog znacaja u biotehnologiji (prilagodeno prema Johnson i
Echavarri-Erasun, 2011 i Walker, 2009).

Vrsta kvasca Primjena

Proizvodnja alkohola, piva, vina, kruha, jakih

Saccharomyces cerevisiae alkoholnih pica, enzima, SCP, itd.

Proizvodnja lambic piva i ruma, osmotolerantan

Schizosaccharomyces pombe
kvasac.

Kluyveromyces lactis

. Fermentacija laktoze, inulina, proizvodnja enzima i
Kluyveromyces marxianus

rekombinantnih proteina

Scheffersomyces stipitis Fermentacija ksiloze u etanol, mlije¢nu kiselinu i dr.

Proizvodnja limunske kiseline, lipaza i proteina iz

Yarrowia lipolytica ugljikovodika.

Candida shehatae Fermentacija ksiloze, proizvodnja kemikalija i
farmaceutika.




2.1.3.1. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je najstariji komercijalno upotrebljavani kvasac koji se
koristi u proizvodnji vina, piva, kruha 1 jakih alkoholnih pica, a u posljednjem desetlje¢u i u
proizvodnji biogoriva, lijekova i finih kemikalija. Industrijski sojevi S. cerevisiae su Crabtree
pozitivni sojevi karakteristi¢ni po potpunoj fermentaciji Seéera, povecanoj proizvodnji etanola
i toleranciji na isti, pojac¢anoj flokulaciji te po proizvodnji karakteristicnih aroma i okusa
(Johnson i Echavarri-Erasun, 2011). Sposoban je fermentirati monosaharide (glukozu,
maltozu, trehalozu) i disaharide (saharoza) veoma brzo, trisaharid maltotriozu sporije,
rafinozu samo djelomic¢no, a pentoze 1 disaharid laktozu ne moZe fermentirati (Grba, 2010).
Do sad je najbolje geneticki 1 fizioloski karakteriziran eukariotski mikroorganizam zbog cega
se smatra modelnim organizmom u temeljnim istrazivanjima. Primjena rekombinantne DNA
(rDNA) tehnologije — genetickog inzenjerstva, omogucila je njegovu primjenu kao domacina

za proizvodnju heterolognih proteina i metabolita (Svetec i Zgaga, 2010).

2.1.3.2. Kvasac Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus

Vrste roda Kluyveromyces vrlo su vazne u mlije¢noj industriji jer proizvode enzim /-
galaktozidazu (laktaza) koji im omogucava koriStenje Secera laktoze kao izvora ugljika i
energije pa se mogu primjenjivati za proizvodnju alkohola i kvaséeve biomase na jeftinim
supstratima i otpadnim materijalima koji sadrze laktozu, npr. sirutka. Osim laktoze, neki
kvasci ovog roda mogu metabolizirati inulin $to ih €ini potencijalnim mikroorganizmima za
proizvodnju etanola iz alternativnih sirovina poput jeruzalemske artiCoke, kasave i slatkog
krumpira koje sadrze navedeni rezervni ugljikohidrat (Grba, 2010). Kvasci Kluyveromyces
lactis i Kluyveromyces marxianus prisutni su u mnogim mlije¢nim proizvodima, posjeduju
GRAS status, tj. sigurni su mikroorganizmi za ljudsku upotrebu (eng. Generally Recognized
as Safe) te su znacajani za proizvodnju heterolognih proteina, enzima (inulinaza, invertaza, /-

galaktozidaza) (Johnson i Echavarri-Erasun, 2011).

2.1.3.3. Kvasac Yarrowia lipolytica
Yarrowia lipolytica je kvasac sa GRAS statusom koji se najviSe primjenjuje u
proizvodnji limunske kiseline iz ulja repice (Grba, 2010). Upotrebljava ravnolancane
ugljikovodike i razli¢ite masti kao izvore ugljika, a osim limunske kiseline dobar je
proizvoda¢ ostalih organskih kiselina (piruvata, citrata, izocitrata), SCP-a (eng. Single Cell

Proteins) te laktona i aroma (Johnson i Echavarri-Erasun, 2011).



2.1.4. Kvasac Scheffersomyces stipitis

Tablica 3. Taksonomija kvasca Scheffersomyces stipitis (Kurtzman i Suzuki.,2010).

Taksonomska kategorija Primjer (Scheffersomyces stipitis)
Carstvo Fungi

Koljeno Ascomycota

Razred Saccharomycetes

Red Saccharomycetales

Porodica Debaryomycetaceae

Rod Scheffersomyces

Vrsta stipitis

Slika 2. Prikaz kolonija (lijevo) i mikroskopske slike haploidnih stanica (desno) kvasca

Scheffersomyces stipitis (prilagodeno i prosireno iz Modugu, 2013).

2.1.41. Znacajke kvasca Scheffersomyces stipitis

Scheffersomyces stipitis je haploidni (slika 2), homotali¢ni, hemiaskomicetni kvasac iz
porodice Debaryomyceraceae (tablica 3) ¢iji je stariji naziv Pichia stipitis (Jeffries i
VanVleet, 2009). Izoliran je iz larvi insekata i kornjasa koji nastanjuju i razlazu trulo bijelo
drvo (Suh 1 sur.,, 2003) te je sposoban koristiti vecinu Secera prisutnih u drvetu.
Scheffersomyces stipitis fermentira glukozu, ksilozu, manozu, galaktozu i celobiozu, moze
rasti i na L-arabinozi, no ne moze ju fermentirati u etanol (Nigam, 2002). Transport Secera u
stanicu kvasca S. stipitis reguliran je djelovanjem visokoafinitetnog i niskoafinitetnog

trasportnog sustava. Niskoafinitetnim sustavom transportiraju se glukoza i ksiloza kada se u



okolini stanice nalaze u velikim koli¢inama, pri ¢emu prisutnost glukoze u okolini stanice
reprimira transport ksiloze (katabolicka represija glukozom). Kada je u okolini stanice
koncentracija Secera niska transport Se odvija visokoafinitetnim transportnim sustavom. S.
stipitis jedan je od rijetkih kvasaca koji moze u anaerobnim uvjetima fermentirati ksilozu u
etanol jer posjeduje specificne NADH i NADPH kofaktore ksiloza-reduktaze, pri ¢emu
ravnoteza navedenih kofaktora sprecava fermentaciju ksiloze u ksilitol (slika 3) (Agbogbo i
Coward-Kelly, 2008). Zbog sposobnosti fermentacije pentoznih Seera u etanol, S. stipitis se
pokazao znacajnim kvascem u proizvodnji bioetanola iz predobradenih sekundarnih sirovina
(otpadno drvo, pSeni¢na i rizina slama, bagasa Secerne trske, kukuruzni oklasci, kukuruzovina
i dr.) (Agbogbo i Coward-Kelly, 2008).

2.1.4.2. Fiziologija kvasca Scheffersomyces stipitis

S. stipitis je Crabtree negativan (respiratorni) kvasac optimalne temperature rasta 25 do
33 °C 1 optimalnog pH raspona 4,5 do 5,5. Vazan Cimbenik rasta i fermentacije je sastav
hranjivog (fermentacijskog) medija pri ¢emu dodatak dusika, vitamina, aminokiselina, purina
i pirimidina te mikro- i makrohranjiva pospjesuje rast S. stipitis i fermentaciju (Slininger i
sur., 2006). Koncentracija kisika u hranjivom mediju ima vaznu ulogu u metabolizmu S.
stipitis jer utjeCe na rast stanica, redoks ravnotezu, rad mitohondrija i stvaranje energije
potrebne za transport ksiloze u stanicu. Budu¢i da je Crabtree negativan kvasac, visoka
koncentracija Se€era u hranjivom mediju u aerobnim uvjetima ne inducira fermentaciju i
stvaranje etanola, ve¢ prelazak sa oksidativhog na fermentativni metabolizam ovisi o

koncentraciji otopljenog Kisika u hranjivom mediju (Agbogbo i Coward-Kelly, 2008).



XYI

PDH
CO:+ NADH ¢
PDC

ADH

Pir

NADP +
KSILITOL XR ksiloza reduktaza
NADPH . Nap+ XDH ksilitol dehidrogenaza
XDH ksiloza izomeraza
NADH / XYLB | ksilulokinaza

A

D-KSILOZA ——  D-ksiluloza

XYLB

D-ksiluloza-5-P

]

D-gliceraldehid-3-P

¢~ 2NAD+
\» 2 NADH

uvat

PFL
Formijat = CO:+H:
FHL

Acetil-CoA
NADH \,
y~ CO:+NADH

FDH

PFL
PDH
PDC
ADH

piruvat - formijat liaza
piruvat dehidrogenaza
piruvat dekarboksilaza

alkohol dehidrogenaza

N NAD+ FDH formijat dehidrogenaza
CO: Acetaldehid FHL format hidrogen liaza
NADH
ADH é
M Napt+
ETANOL

Slika 3. Metabolicki put fermentacije ksiloze u etanol u kvascu S. stipits (prilagodeno

prema Dellomonaco i sur., 2010).

Pocetna koncentracija Secera utjece na produktivnost fermentacije pri cemu su du Preez
i suradnici 1985. utvrdili da se maksimalni prinos etanola postize s 50 gL™ ksiloze, a
inhibicija nastupa kod po&etnih koncetracija od 76 do 99 gL ksiloze. Ovaj kvasac znacajan je
zbog gotovo teorijskog prinosa etanola iz pentoza uz nizak prinos ksilitola (Huang i Lefsrud,
2012), te po brzoj fermentaciji ksiloze (Kurtzman, 1990). Prema Delgenes i sur. (1988),
kvasac S. stipitis moZe proizvesti 50 gL™ etanola, iako to u potpunosti inhibira stanice u
mikroaerofilnim uvjetima jer etanol utjeCe na organizaciju i1 permeabilnost stani¢ne
membrane, odnosno utjeée na prijenos protona kroz stanicnu membranu Sto dovodi do
zakiseljavanja citoplazme i smrti stanice. Tolerancija na etanol povezana je s ATP-aznom
aktivno$¢u staniéne membrane jer se ATP-aze Kkoriste za transport protona kroz stani¢nu
membranu uslijed ¢ega se smanjuje zakiseljavanje citoplazme (Meyrial 1 sur., 1995). Kod
stanica kvasca S. stipitis koje rastu na glukozi uocena je ve¢a ATP-azna aktivnost u odnosu na
stanice koje rastu na ksilozi, a samim time i veca tolerancija na etanol kod stanica koje rastu

na glukozi (Meyrial i sur., 1995).



2.1.4.3. Proizvodnja heterolognih proteina pomocu kvasca Scheffersomyces stipitis

Zbog svoje Crabtree-negativnosti (ne formira etanol tijekom aerobnog rasta pri visokim
koncetracijama Secera u podlozi) i dobre konverzije izvora ugljika u biomasu, kvasac
Scheffersomyces stipitis je prikladan kvasac za proizvodnju heterolognih proteina. Ovaj
kvasac moze izlucivati proteine iz stanice u hranjivi medij $to znatno olak$ava njihovu
izolaciju i procis¢avanje (Passoth i Hahn-Hagerdal, 2000). Visoka koncentracija biomase
kvasca osigurava i visok volumetrijski prinos heterolognih proteina (Hensing i sur., 1995), a
dodatak aminokiselina u definirani medij za uzgoj biomase S. stipitis pospjesuje proizvodnju
heterolognih proteina (Toman i sur., 2000). Pogodan je za proizvodnju enzima f-1,4-ksilanaza
i ksiloza-reduktaza odgovornih za razgradnju D-ksiloze te dehidrogenaza klju¢nih u
proizvodnji etanola iz D-ksiloze (ksilitol dehidrogenza) (Den Haan i Zyl, 2003). S. stipitis je i
izvor gena koji nose informaciju za sintezu enzima koji se mogu klonirati u kvasac
Saccharomyces cerevisiae s ciljem omogucavanja koriStenja pentoznih Secera i njihove
konverzije u etanol kako bi se povecali prinosi etanola pri proizvodnji biogoriva druge

generacije (Jeppsson i sur., 2002).

2.1.4.4. Prednosti kvasca Scheffersomyces stipitis naspram Saccharomyces cerevisiae

Razlike u metabolizmu kvasaca Scheffersomyces stipitis i Saccharomyces cerevisiae
omogucavaju bolje razumijevanje fermentacijskih pojava te na taj nacin olakSavaju
konstrukciju sojeva za proizvodnju etanola. Scheffersomyces stipitis je, za razliku od kvasca
Saccharomyces cerevisiae, Crabtree-negativan kvasac i ima veéi respiratorni kapacitet zbog
prisutnosti alternativnog respiratornog sustava koji donira elektrone preko ubikvinona izravno
na molekularni kisik (O2) (Jeppsson i sur., 1995). Prednost kvasca S. stipitis naspram S.
cerevisiae je i mogucnost fermentacije pentoza u etanol, jer ima jedan od najvec¢ih prirodnih
kapaciteta fermentacije ksiloze u etanol (0,35-0,44 g etanola g™ ksiloze) pri niskim brzinama
prijenosa kisika (OTR; eng. Oxygen Transfer Rate) (Hahn-Hdgerdal i Pamment, 2004).
Fermentacija je kod kvasca S. stipitis regulirana limitacijom kisika, pri ¢emu su geni koji nose
informaciju za sintezu kompleksa alkohol dehidrogenaze (ADH1 i ADH2), odgovorni za
produkciju etanola, inducirani niskom razinom otopljenog kisika (Kliner i sur., 2005). Kod S.
cerevisiae fermentacija je regulirana dostupnos§cu izvora ugljika neovisno o dostupnosti Kisika
(Gancedo, 1998).
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Tablica 4. Usporedba kvasaca Scheffersomyces stipitis i Saccharomyces cerevisiae
(prilagodeno prema Gibbons i Huges, 2011).

Scheffersomyces stipitis Saccharomyces cerevisiae
glukoza Divlji sojevi:
saharoza PIVILSOJEV

glukoza
maltoza
saharoza
galaktoza maltoza
fruktoza
galaktoza
trehaloza
. fruktoza
izomaltoza
. trehaloza
rafinoza :
L ltotrioza izomaltoza
lzvori ug I_]lka. za rast ma_ rafinoza
riboza ;
- maltotrioza
glukuronska kiselina :
) riboza
laktoza, ksiloza -
! glukuronska kiselina
arabinoza
celobioza Rekombinantni sojevi:
ramnoza laktoza
fukoza .
ksiloza
sorboza .
arabinoza
maltotetraoza
glukoza
saharoza glukoza
maltoza saharoza
galaktoza maltoza
. . . fruktoza galaktoza
Izvori ugljika za fermentaciju trehaloza fruktoza
izomaltoza trehaloza
rafinoza izomaltoza
maltotrioza rafinoza
ksiloza maltotrioza
arabinoza
Optimalna temperatura rasta 26-35°C <44°C
Optimalna pH vrijednost 4,0-7,5 3,0-8,0
Crabtree efekt negativan pozitivan
GRAS status zasad nema +

2.1.5.Sastojci hranjivog medija za uzgoj kvasaca

Hranjive podloge za mikrobne procese temeljni su cCimbenik biotehnoloske
proizvodnje 1 sastoje se od brojnih sastojaka jednostavne ili slozene grade, otopljenih,
suspendiranih ili emulgiranih u vodi. Poznate su i pod nazivima hranjivi medij, supstrat i
komina te se sastoje od 5 - 6 osnovnih sastojaka koji zadovoljavaju fizioloske potrebe
odabranog proizvodnog mikroorganizma (biosinteza gradivnih sastojaka stanice, metaboli¢ka

energija, rast, razmnozavanje i nakupljanje odgovaraju¢ih metabolita) (Mari¢, 2000).
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2.1.5.1. Voda

Voda je sastojak svakog hranjivog medija za mikrobne procese jer je nuzna za
odvijanje svih biokemijskih reakcija u zivim stanicama. Dobar je vodi¢ topline §to pogoduje
podesavanju temperature procesa, pogodan je medij za otapanje i prijenos otopljenih,
suspendiranih i emulgiranih sastojaka hranjivog medija do stanica suspendiranih u istome te
povecava dodirnu povrsinu izmedu stanica i hranjivog medija ¢ime pospjesuje brzinu procesa.
Mikrobni procesi odvijaju se u razrjedenim hranjivim medijima pri ¢emu Se potreba za vodom
moze kvantitativno izraziti kao vodena aktivnost (ay; za ¢istu vodu a,=1,0, za kvasce a,=0,63)

(Mari¢, 2000).

2.1.5.2. Biogeni elementi
Biogeni elementi (bioelementi) su ugljik, vodik, kisik, dusik, fosfor i sumpor (C, H, O,
N, P, S), odnosno kemijski elementi koji ulaze u sastav glavnih makromolekula u stanici i
neophodni su za Zivotne funkcije svakog organizma zbog ¢ega su njihovi izvori neophodni

sastojci svake hranjive podloge (Mari¢, 2000).

1) lIzvoriugljika

Industrijski mikroorganizmi su u pravilu kemoorganotrofi, rast im ovisi 0
oksidaciji ili fermentaciji ugljikovih spojeva, zbog Cega su izvori ugljika najvazniji
sastojak hranjivih medija za njihov uzgoj. lzvori ugljika u hranjivim medijima za
uzgoj kvasaca najceS¢e su monosaharidi (glukoza, fruktoza) i oligosaharidi
(saharoza, maltoza) jer ih kvasci lako asimiliraju i metaboliziraju, no zbog visokih
cijena Cistih Secera CeSce se koriste njihovi prirodni izvori (voéne komine), tekuci
Seceri (sladni ekstrakt, SeCerni sirupi), sekundarni izvori (melasa, hidrol, CSL) te
otpadni materijali (voéni trop, sulfitna luzina) (Mari¢, 2000). Od monosaharida,
potencijalan izvor ugljika je 1 pentozni Secer ksiloza koja se pojavljuje kao sastojak
hemiceluloze te sastavni dio otpada pri dobivanju celuloze. Predobradeni
polisaharidi (8krob, celuloza i inulin) dobar su izvor ugljika jer su sastojak
obnovljivih sirovina interesantnih za industrijsku primjenu. Osim toga, mnogi
mikroorganizmi kao izvor ugljika mogu Kkoristiti alkohole (metanol, etanol,

glicerol, manitol i sorbitol) (Mari¢, 2000).
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Slika 4. Prikaz mogucih produkata razgradnje glicerola u kvascima (Da Silva i
sur., 2009)

Glicerol je, od polialkohola, najces¢i izvor ugljika u medijima za uzgoj
mikroorganizama jer moZe zamijeniti tradicionalne ugljikohidratne supstrate u
mikrobnim procesima (Da Silva i sur., 2009). To je trovalentni alkohol slatkasta
okusa, bez mirisa i boje, topljiv u vodi i etanolu. Naj¢eS¢e se primjenjuje u
biosintezi antibiotika, steroida, aminokiselina i enzima (Da Silva i sur., 2009). U
stanicama kvasca, glicerol se prevodi u glicerol-3-fosfat koji se moze ili razgraditi
glikolizom preko dihidroksiaceton-fosfata, odnosno gliceraldehid-3-fosfata, ili
koristiti kao prekursor za biosintezu lipida i drugih metabolita (slika 4) (Wang i
sur., 2001). Budu¢i da je glicerol nusproizvod proizvodnje biodizela 1 bioetanola,
smatra se otpadnim produktom pa je njegova cijena prihvatljivija od jednostavnih
SeCera, a njegovom razgradnjom postizu se znatno veéi prinosi biogoriva i
reduciranih kemikalija nego razgradnjom jednostavnih Secera (Dellomonaco i sur.,

2010). Osim vecih prinosa bioprocesa, prednost glicerola kao sirovine je i u tome
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Sto spada u oksidativne supstrate, uslijed Cega pri visokim koncentracijama
glicerola u hranjivom mediju ne dolazi do promjene oksidativnog na oksidativno-
fermentativni metabolizam u Crabtree pozitivnim kvascima pa je moguce Sarzno

vodenje bioprocesa (Ochoa-Estopier i sur., 2011).
2) Izvori dusika

Biosinteza i1 nakupljanje proteina, nukleinskih kiselina, slobodnih
aminokiselina 1 vitamina utjece na brzinu rasta kvasca, zbog toga su omjer ugljika 1
dusSika te vrsta izvora dSika u hranjivoj podlozi iznimno bitni. Mikroorganizmi
mogu asimilirati duSik u svakom obliku osim NOjz, no veéina ih preferira
amonijev ion jer se on izravno ugraduje u stani¢ne sastojke. Izvori dusika mogu
biti mineralni (amonijak, amonijev sulfat, diamonijev hidrogen fosfat, nitrat),
organski (urea, aminokiseline, peptidi, purini, pirimidini), biljni (razna biljna
brasna, kukuruzna krupica, kukuruzna mocevina, krumpirovi proteini, proteinski
hidrolizati i destilacijski ostaci), mikrobni (suhi kvasac, autolizati kvasca, otpadne
biomase) 1 zivotinjski (meso, mesno braSno i mesni ekstrakt, kazein, Zelatina,

pepton, riblje brasno) (Mari¢, 2000).
3) lzvori fosfora

Izvori fosfora su nezaobilazni sastojci hranjivin medija jer se fosfor u
stanicama pojavljuje kao fosfat u nukleotidima i nukleinskim kiselinama. Izvori
fosfora su soli fosforne kiseline (najéesé¢e KoHPO4, KH2PO4, NayPO4 i (NH4)2PO,)
koje se ujedno koriste i za puferiranje hranjivog medija. Osim soli, dobar izvor
fosfora je 1 kukuruzna mocevina (CSL) (Mari¢, 2000).

4) lzvori sumpora

Sumpor se u stani¢noj gradi pojavljuje u sastavu aminokiseline cistein koja
sudjeluje u gradi proteina u obliku tiola i drugim stani¢nim sastojcima koji sadrze
sumpor poput aminokiseline metionina, koenzima biotina, tiamina, glutationa te
donora metilne skupine (S)-adenozil-L-metionina (SAMe, AdoMet) (Linder,
2012). Izvor sumpora najcesce su sulfati i sumporna kiselina koja se koristi i za

regulaciju pH vrijednosti medija (Mari¢, 2000).
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2.1.5.3. Mineralne soli
Mineralne soli su izvor kemijskih elemenata koji u metabolizmu sluze kao kofaktori

odredenih enzima. Dijele se u dvije skupine:

1) Makrohranjiva (K, Mg, Ca, Zn, Cl) — u stani¢noj gradi prisutni su u velikim

koli¢inama, a u podlogu se unose kao soli fosforne, sumporne i solne kiseline.

2) Mikrohranjiva (Co, B, Cd, Cr, Cu, Mo, Ni) — zbog male koli¢ine prisutne u stani¢noj
gradi nazivaju se joS$ i elementima u tragovima, potrebna koncentracija u hranjivom
mediju ovisi 0 proizvodnom mikroorganizmu, tipu mikrobnog procesa i ostalim
sastojcima podloge, klju¢ni su za odvijanje biokemijskih reakcija 1 sekundarnog

metabolizma (Mari¢, 2009).

2.1.5.4. Faktori rasta

Faktori rasta su molekule potrebne za gradnju stani¢nih sastojaka. Uglavnom su to
aminokiseline, purini, pirimidini te vitamini. Razlikujemo bitne faktore rasta (molekule koje
mikroorganizam ne moze samostalno proizvesti) te pomocne faktore rasta (molekule koje
mikroorganizam moze samostalno proizvesti, ali u nedovoljnoj koli¢ini za odvijanje
metabolickih procesa). Faktori rasta sastavni su dio prirodnih izvora ugljika 1 dusika, no ¢esto
njihova koncetracija nije dovoljna pa se dodaju u hranjivi medij u obliku ¢istih pripravaka ili
kao pripravak kvaséevog ekstrakta, kazeina, peptona, kukuruzne mocevine (eng. Corn Steep
Liqour; CSL) (Mari¢, 2009).

2.1.5.5. Prekursori, induktori i ostali sastojci
Prekursori su sastojci koje mikroorganizmi ne trose za rast ve¢ ih direktno ugraduju u
sekundarne metabolite te tako povecavaju prinos sekundarnih metabolita, induktori poticu

biosintezu ekstracelularnih enzima te se dodaju u hranjivi medij samo kad je potrebna njihova

prisutnost, od ostalih sastojaka u hranjivi medij se ovisno o mikrobnom procesu dodaju
povrsinski aktivne tvari, suspendirane ¢estice, emulgatori, regulatori pjene i pH-regulatori,

antiseptici i slicno (Mari¢, 2009).

2.2. (S)-adenozil-L-metionin (SAMe)

(S)-adenozil-L- metionin (SAMe, AdoMet) je vazna pleiotropna molekula metabolizma
stanice koja sudjeluje u stani¢nim reakcijama kao prekursor za sintezu glutationa i glavni
donor metilne skupine prilikom metilacije nukleinskih kiselina, fosfolipida, histona,

esencijalnih aminokiselina i proteina (Anstee i Day, 2012). Cantoni je 1952. godine opisao
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strukturu molekule SAMe (slika 5) koja je formirana od esencijalne aminokiseline metionina
(Met) i nukleotida adenozin-3-fosfata (ATP) (Bottiglieri, 2002).

NH,
~
Eﬁ
+

0 CHZ-?-CHZ-CHZ-(IEH-COOH
\ )‘ CH, NH,

Slika 5. Molekulska struktura (S)-adenozil-L-metionina (Lieber i Packer, 2002).

Biosinteza SAMe se odvija u citoplazmi mikrobnih stanica ili tkivu organizama (Grillo i
Colombatto, 2008). SAMe sadrzi visokoenergetski sumporni ion koji nukleofilnim napadom
aktivira susjedne atome ugljika i1 tako omogucuje sudjelovanje SAMe u reakcijama
transmetilacije, transsulfuracije i aminopropilacije (slika 6) (Lu, 2000) te je, nakon ATP,
slijede¢i najupotrebljivaniji supstrat (Cantoni, 1975). Molekula SAMe postoji u dvije
stereoizomerne konformacije, (S,S)-SAMe i (R,S)-SAMe, sa kiralnim centrom na sumpornom
ionu koji odreduje biolosku aktivnost. (S,S)-SAMe je bioloski aktivni oblik, dok je (R,S)-
SAMe potencijalni inhibitor metiltrasferaze (Chiang i sur.,1996). U nativnoj konformaciji
SAMe je iznimno labilan 1 brzo se razgraduje, no njegove soli su stabilne i omogucavaju

farmakolosku primjenu SAMe (Bottiglieri, 2002).
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Slika 6. Metabolizam (S)-adenozil-L-metionina u ljudskom organizmu (Martinez-Lopez
i sur., 2008).

2.2.1.Bioloski znacaj SAMe za ljudski organizam

Glavnu ulogu u odrzavanju homeostaze SAMe u organizmu ima jetra, jer se u njoj
odvija vise od 85% reakcija metilacije i viSe od 50% dnevne koli¢ine metionina prevodi u
SAMe, a enzim odgovoran za biosintezu SAMe iz metionina i ATP je metionin
adenoziltransferaza (MAT) (Mudd i Poole, 1975). SAMe je u stanici regulacijska komponenta
metabolizma metionina, prekursor biosinteze poliamina potrebnih za normalan rast stanica te
prekursor glutationa (GSH), jednog od najvaznijih stani¢nih antioksidansa (Lauruengtana i
sur., 2010). U standardnim uvjetima, vecina nastalog SAMe koristi se u reakcijama
transmetilacije dijelovanjem enzima glicin-N-metil transferaze (GNMT) pri ¢emu nastaje S-
adenozil-homocistein (SAH) koji se djelovanjem SAH hidrolaze hidrolizira u homocistein i
adenozin (slika 6). Ova reakcija je vrlo vazna za metabolizam SAMe jer visoka koncentracija

SAH u stanici inhibira SAMe-ovisne rekacije metilacije (Anstee i Day, 2012). Glavni
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nedostatak SAMe je nestabilnost pri visokim temperaturama, neutralnoj i alkalnoj pH-
vrijednosti te visokim razinama vlaznosti (Izu i sur., 2006), no s obzirom na stani¢nu ulogu,

pokazao se kao koristan farmaceutik i nutraceutik u lije¢enju depresije, osteoartritisa i bolesti

jetre (Bottiglieri, 2002).

2.2.2.Mikrobioloska proizvodnja SAMe pomocu kvasaca

Proizvodnja SAMe moze se odvijati kemijskom sintezom, enzimskom sintezom i
mikrobnom fermentacijom, no zbog niske produktivnosti te problema prilikom izolacije i
procis€avanja proizvoda dobivenog kemijskom 1 enzimskom sintezom, najesce se proizvodi
mikrobnom fermentacijom. SAMe se nakon fermentacije ekstrahira iz kvas¢eve biomase
uzgojene u hranjivom mediju koji sadrzi prekursor L-metionin (L-Met) (Cao i sur., 2012).
SAMe se u kvascima sintetizira iz L-metionina i ATP djelovanjem SAM sintetaze koju mogu
inhibirati analozi metionina (etionin i selenometionin), no inhibicija se moze sprijeciti
prisustvom modificirane SAM sintetaze in vivo (Barra i sur., 1996). Sake kvasci (vrste
Saccharomyces) akumuliraju ve¢u koli¢inu SAMe od drugih vrsta kvasaca (Cao i sur., 2012),
a sojevi S. cerevisiae, zbog GRAS statusa, potencijalni su sojevi za unapredenje proizvodnje
SAMe. Produktivnost proizvodnih sojeva moguce je povecati ciljanim mutacijama, metodama
genetiCkog inZenjerstva tako da se poveca akivnost SAM sintetaze, inaktivira gen odgovoran
za koverziju SAMe i L-Met u cistein te inhibicijom povratnom spregom reakcije katalizirane
metilentetrahidrofolat reduktazom (MTHFR) (Chu i sur., 2013). Osim S. cerevisiae, za
proizvodnju SAMe istrazeni su i kvasci Kluyveromyces lactis i Kluyveromyces marxianus
(Mincheva i sur., 2002), Pichia (Komagataella) pastoris (Yu i Shen., 2012) te Candida utilis.
Kvasac C. utilis je specifican po tome $to skladisti SAMe u velikoj koli¢ini i ne trosi ga bez
obzira na nedostatak hranjiva u mediju za uzgoj (Svihla i Schlenk, 1959). lzazovi u
proizvodnji SAMe pomoc¢u kvasaca su prijenos procesa u vece mjerilo te optimizacija
hranjivog medija za proizvodnju SAMe. Nastoji se zamjeniti skupe izvore ugljika i energije
(jednostavne Secere) jeftinijim kompleksnim sirovinama (Skrob, lignocelulozne sirovine) kako
bi se snizila cijena procesa, a samim time i kona¢nog proizvoda. Zbog toga se pozornost
usmjerava na kvasce sa amilolitickom aktivno$¢u 1 sposobnos¢u razgradnje lignoceluloznog
kompleksa te mogucno$¢u rasta na proizvodima njegove razgradnje. Jedan od potencijalnih
proizvodnih mikroorganizama SAMe sposoban rasti na lignoceluloznim sirovinama je

Scheffersomyces stipitis.
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2.2.3.Povezanost SAMe-ovisne metilacije i biosinteze lipidnih komponenata stanice
kvasca

Lipidi su esencijalne komponente eukariotskin mikroorganizama. To su masne
kiseline, steroli, fosfolipidi i sfingolipidi, a u stanicama kvasca vec¢ina lipidnih komponenata
znacajna je zbog utjecaja na karakteristike stani¢nih membrana i membrana organela koje ih
sadrze. Masne kiseline su vazan izvor energije te su rezervni izvori ugljika koji se nakupljaju
u stanici tijekom stacionarne faze rasta stanica u obliku triacilglicerida i estera sterola (Leber i
sur., 1994). Steroli su komponente stanicnth membrana kvasaca koje utjeCu na bioloske
funkcije membrana te zajedno s masnim kiselinama utjeu na propusnost membrana, a
sfingolipidi aktivno sudjeluju u kontroli stanicnog ciklusa, starenju stanica, apoptozi i
odgovoru na stres (Dickson i Lester, 2002). SAMe sudjeluje u putevima biosinteze sterola i
fosfolipida kao donor metilne skupine.

b) Kolesterol

Slika 7. Strukturni prikaz konformacija ergosterola i kolesterola.
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Steroli se uglavnom sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu (ER) te se
koncentriraju prilikom transporta od ER preko Golgijevog tijela do plazmine membrane koja,
za razliku od drugim membrana u eukariotskim stanicama, ima najvec¢i udio slobodnih sterola
(Pichler i Riezman, 2004). Kako bi se odrzala homeostaza sterola u stanici i sprijecilo
toksicno nakupljanje slobodnih sterola na membrani ER, potrebna je stroga kontrola
ravnoteze u biosintezi, transportu, esterifikaciji slobodnih sterola i hidrolizi estera sterola
(Feng i sur., 2003). Egosterol je najzastupljeniji sterol u kvascima koji se od sterola sisavaca
(kolesterola) razlikuje po tri strukturne modifikacije, dvije u bo¢nom lancu i jednoj u B
prstenu, odnosno ergosterol ima dodatne dvostruke veze izmedu 7. i 8., te 22. 1 23. C-atoma
te metilnu skupinu na 24. C-atomu (Lees i Bard, 2004) (slika 7).

Put biosinteze sterola energetski je zahtjevan proces koji se sastoji od vise od 20
reakcija u kojima se acetil-CoA prevodi u ergosterol, pri ¢emu dio puta karakteristiCan za
sintezu ergosterola u stanicama kvasca zapocinje kondenzacijom dvije molekule farnezil-
pirofosfata u skvalen. lako je vecina enzima u putu biosinteze esencijalna za Zivot stanice,
enzimi koji Kkataliziraju poslijednjih pet reakcija biosintetskog puta ergosterola nisu
esencijalni, ve¢ kataliziraju strukturne modifikacije osnovnog sterolnog kostura s ciljem
sinteze ergosterola (Eisenkolb 1 sur., 2002). Prva karakteristicna reakcija je metilacija
zimosterola u fekosterol djelovanjem C-24 sterol metiltransferaze (Erg6p) pri ¢emu je donor
metilne skupine SAMe, zatim slijede reakcije izomerizacije fekosterola u episterol (Erg2),
stvaranja dvostrukin veza djelovanjem C-5 i C-22 desaturaza (Erg3, Erg5) te reakcije
redukcije (Erg4) (slika 8).
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Slika 8. Karakteristi¢ne reakcije biosinteze ergosterola (prilagodeno prema Dupont i

sur., 2012).

Fosfolipidi su vazan ¢imbenik svih membrana, gradeni su od hidrofilne glave (glicerol
+ fosfatna skupina + organska skupina) i hidrofobnih repova (dvije masne Kiseline). Na
fosfatnu skupinu mogu biti vezane razli¢ite skupine poput kolina, etanolamina, serina, mio-
inozitola 1 glicerola pa prema tome u stanici imamo razlicite vrste fosfolipida. U stanicama
kvasaca najzastupljeniji su: fosfatidilkolin (PK), fosfatildiletanolamin (PE), fosfatidilinozitol
(P1) i fosfatidilserin (PS) (Carman i Henry, 1989).
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Slika 9. Shematski prikaz biosinteze fosfolipida (prilagodeno prema Van der Rest i
sur., 1995).

Biosinteza fosfolipida u stanicama kvasaca uglavnom se odvija u endoplazmatskom

retikulumu i mitohondrijima, a kao donor metilne skupine u reakcijama Kkataliziranim

metiltransferazama je SAMe (slika 9).

22



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam

Kao radni mikroorganizmi prilikom izrade eksperimentalnog dijela ovoga rada
koristeni su divlji soj kvasca Pichia stipitis CBS 5776 (Scheffersomyces stipitis), uzet iz
Njemacke zbirke mikroorganizama i stani¢nih kultura (DSMZ; njem. Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) i ¢uvan u zbirci mikroorganizama Laboratorija za
tehnologiju vrenja i kvasca, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te
selekcionirani soj S. stipitis M12 rezistentan na nistatin. Soj M12 dobiven je primjenom UV

svjetla doze 160 Jm™ i izoliran je s podloge s 15 pgmL™ nistatina.
3.1.2. Kemikalije

e D(+)-glukoza (bezvodna) p.a., Kemika, Hrvatska

o glicerol-redestiliran, Gram-mol, Hrvatska

e pepton, Merck, Njemacka

e kvascev ekstrakt, Merck, Njemacka

e amonijev sulfat ((NH4),SO4) p.a., Kemika, Hrvatska

e kalijev dihidrogenfosfat (KH,PQO,) p.a., Kemika, Hrvatska

e dikalijev hidrogenfosfat (K,HPO,) p.a., Kemika, Hrvatska

e magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO,4 x 7H,0) p.a., Kemika, Hrvatska
e D,L-metionin, Acros organics, Belgija

e sulfatna kiselina (H,SO,) p.a., Kemika, Hrvatska

e 96 % etanol (C,HsOH), Gram-mol, Hrvatska

e agar, Biolife, Italija

e 99 % mio-inozitol, Sigma-Aldrich, SAD

e 98 % kolin Kklorid, Sigma-Aldrich, SAD

e destilirana voda, PBF, Hrvatska

e glukoza-PAP reagens, Greiner, Njemacka

e glukoza standard, Greiner, Njemacka

e natrijev hidroksid (NaOH) p.a., Kemika, Hrvatska

e kalij-heksacijanoferat (I)-trihidrat (K4(Fe(CN)g)x3H20) p.a., Kemika, Hrvatska
e cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO, x 7H,0) p.a., Kemika, Hrvatska
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e sulfatna kiselina (H.SO4 ) p.a., Kemika, Hrvatska

e redestilirana voda, PBF, Hrvatska

e etil-acetat, Kemika, Hrvatska

e amonijev formijat, HPLC ¢istoce, Sigma-Aldrich, SAD

e mravlja kiselina, J.T.Baker, SAD

e metanol, HPLC ¢&istoc¢e, Merck-Lichrosolov, SAD

e standard SAMe-klorid, Sigma-Aldrich, SAD

e kalijev hidroksid (KOH) p.a., Kemika, Hrvatska

e apsolutni etanol, Gram-mol, Hrvatska

e n-heptan, J.T.Baker, SAD

e natrijev hidrogenfosfat (Na;HPO,) p.a., Kemika, Hrvatska
e kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO,) p.a., Kemika, Hrvatska
e agaroza, Sigma-Aldrich, SAD

e amonijev acetat p.a., Kemika, Hrvatska

3.1.3. Laboratorijska oprema

3.1.3.1.  Laboratorijski pribor

e Erlenmayerove tikvice 500-1000 mL

e filter papir, veli¢ina pore 0,45mm

e filteri, veli¢ina pore 0,45 um

e filter za zrak, veli¢ina pore 0,20 um

e staklene i plasticne menzure

e staklene i plasticne Case

e staklene epruvete od 10-15 mL

e staklene pipete razliitih volumena

e staklene odmijerne tikvice razli¢itih volumena

e plasticne epruvete od 15 mL

e mikropipete, 0,2-5000 uL, Eppendorf, Njemacka

o Kivete za spektrofotometar, Eppendorf, Njemacka

e Varian MetaCarb 67H kolona, Agilent, SAD

e ChromSep HPLC Column SS (250 x 4,6 mm); guard column lonoSpher 5C,
Agilent, SAD
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3.1.3.2.  Uredaji i instrumenti

e autoklav, Istrumentaria, Hrvatska

e laminar s UV lampom (30 W), Klimaoprema, Hrvatska

e termostat, Istrumentaria, Hrvatska

e analiticka vaga, Sartorius, Velika Britanija

e tehnicka vaga, Kern, Njemacka

e rotacijska tresilica Certomat IS, Braun,Velika Britanija

¢ laboratorijska centrifuga Rotofix 32, Hettich, Njemacka

e vrtlozna mjesalica, Reax top, Heidolph, Njemacka

e susionik ST-01/02, Istrumentaria, Hrvatska

e pH metar, Schott, Njemacka

e UV-VIS spektrofotometar UNICAM, HEAIOS B, Velika Britanija

e tekucinski kromatograf Prostar 230 uz uporabu UV/VIS Photo Diode Array
detektora (Varian Prostar 330) i RI detektora, Varian, SAD

e laboratorijski bioreaktor 5 L Biostar A, B.Braun Biotech International-

Santorius group, Njemacka

3.1.4.Hranjive podloge i otopine

3.1.4.1. YPD podloga za éuvanje sojeva kvasca S. stipitis

Za ¢uvanje soja M12 i divljeg soja kvasca P. stipitis koriStena je YPD podloga (Li i sur.,

2007) ¢iji je sastav prikazan u tablici 5. Nakon otapanja osnovnih sastojaka u vodi, podloga je

sterilizirana 15 minuta pri temperaturi od 121°C.

Tablica 5. Kemijski sastav YPD podloge (Li i sur., 2007).

Sastojak Y (gL™)
glukoza 20
pepton 20
kvascev ekstrakt 10
destilirana voda 1L

Za pripravu krute YPD podloge potrebno je dodati agar prema preporuci proizvodaca.
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3.1.4.2. O-podloga za umnaZanje sojeva kvasca S. stipitis i proizvodnju S-adenozil-L-
metionina

Za umnazanje biomase sojeva kvasca S. stipitis i proizvodnju SAMe koristena je O-
podloga bez dodatka i uz dodatak protektivnih spojeva (tablica 6). Osnovni sastav O-podloge

opisali su Shiozaki i sur. (1989). Nakon priprave podloga je sterilizirana 15 minuta pri
temperaturi od 121°C.

Tablica 6. Kemijski sastav O-podloge.

Sastojak y (gL™)
glukoza 50
pepton 10
kvascev ekstrakt 5
amonij sulfat ((NH,),SO,) 5
kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO,) 4
dikalijev hidrogen fosfat (K;HPO,) 2
magnezijev sulfat (MgSO,4x 7H,0) 0,5
D,L-metionin 6
destilirana voda 1L

Protektivni spojevi zajedno s pripadaju¢im udjelom navedeni su u tablici 7. U tablici

8. prikazan je sastav modificirane O-podloge s glicerolom kao osnovnim izvorom ugljika.

Tablica 7. Protektivni spojevi s pripadaju¢im udjelom koristeni kao dodatak u O-podlogu.

Dodatak Koli¢ina

glicerol 3% (V/IV)
kolin klorid 0,143 %
mio-inozitol 0,0025 %; 0,005 %; 0,5 %
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Tablica 8. Sastav modificirane O-podloge gdje je osnovni izvor ugljika 5 % (v/v) glicerol.

Sastojak v(gL™)
glicerol 63
pepton 10
kvascev ekstrakt 5
amonijev sulfat ((NH,),SOy) 5
kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,) 4
kalijev hidrogenfosfat (K,HPQO,) 2
magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4x7H,0) 0,5
D,L-metionin 6,0
destilirana voda 1L

D,L-metionin potreban za pulsni dodatak u laboratorijski bioreaktor je steriliziran u obliku
praha.

3.1.5.Puferi i otopine
1 M H,SO4

Otopina je pripremljena dodatkom 5,64 mL H,SO; (> 95 %) u 50 mL
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 100 mL. VVolumen je nadopunjen destiliranom

vodom.
0,25 M amonij formijatni pufer

Otopina je pripremljena otapanjem 15,75 g amonijevog formijata u 1L
redestilirane vode. pH-vrijednost je korigirana pomocu mravlje kiseline (minimalne

koncentracije 98 %) na 4,0+0,1.
25 % alkoholni KOH

Otopina je pripremljena otapanjem 25 g KOH u 35 ml destilirane vode te je

volumen nadopunjen apsolutnim alkoholom do 100 mL.
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3.2. Metode rada

3.2.1.Cuvanje i odrZavanje sojeva kvasca S. stipitis

Radne kulture divljeg soja kvasca S. stipitis i soja M12 dobivenog primjenom UV
svjetla i rezistentnog na nistatin cuvane su na kosom agaru (YPD) u hladnjaku na temperaturi
+4 °C. Svakih 14 dana kvasci su precijepljeni na svjeze pripremljeni kosi agar. Nakon
inkubacije na temperaturi od 30 °C tijekom 48 sati ponovo su ¢uvani u hladnjaku pri +4 °C.

Trajne kulture cuvane su u 10 % glicerolu na -70 °C.
3.2.2.Uzgoj inokuluma

Uzgoj inokuluma divljeg soja kvasca S. stipitis i soja M12 rezistentnog na nistatin
proveden je u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL. KoriStena je O-podloga volumena 100
mL. pH-vrijednost podloge je korigirana s 20 %-tnom sulfatnom kiselinom na pH-vrijednost
6. Podloga je pomocu sterilne mikrobioloske uSice nacijepljena stanicama poraslim na kosom

agaru. Uzgoj inokuluma trajao je 48 sati pri 30 °C i 130 omin™ na laboratorijskoj tresilici.
3.2.3.Uzgoj kvasceve biomase u svrhu proizvodnje SAMe

Uzgoj biomase divljeg soja kvasca S. stipitis i soja M12 rezistentnog na nistatin
provedeno je u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL u razli¢itim volumenima O-podloge,
O-podloge s dodatkom protektivnih spojeva te modificirane O-podloge (Tablica 6.- 8.). pH-
vrijednost svih podloga korigirana je s 20 %-tnom sumpornom kiselinom na pH-vrijednost 6.
Sterilne podloge su inokulirane s 10 % (v/v) suspenzije inokuluma divljeg soja kvasca S.
stipitis odnosno soja M12, prethodno uzgojenih u istoj podlozi. Uzgoj je proveden na
laboratorijskoj tresilici pri 30 °C pri 200 omin™ tijekom 48 sati. Takoder je uzgoj biomase
proveden u laboratorijskom bioreaktoru ukupnog volumena 5 L u 3 L O-podloge s dodatkom

3 % (v/v) glicerola odnosno u modificiranoj O-podlozi pri 30 °C i pH-vrijednosti 6.

3.2.4.Pracenje brzine rasta i potro$nje osnovnog izvora ugljika tijekom uzgoja soja

M12 i divljeg soja kvasca S. stipitis

Uzgoj kvaSceve biomase proveden je na laboratorijskoj tresilici 1 u laboratorijskom

bioreaktoru od 5 L (Slika 10.). Tijekom uzgoja uzimani su uzorci za analizu. Prirast biomase
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praden je gravimetrijski, a potros$nja supstrata spektrofotometrijski (glukoza) i1 teku¢inskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) (glicerol).

Slika 10. Uzgoj soja M12 kvasca S. stipitis u laboratorijskom bioreaktoru.

3.2.5.Priprema biomase za odredivanje sadrzaja SAMe u biomasi soja M12 i divljeg

soja kvasca S. stipitis

Tijekom uzgoja kvasCeve biomase na laboratorijskoj tresilici i u laboratorijskom
bioreaktoru uzimani su uzorci u odredenim satima u svrhu odredivanja sadrzaja SAMe u
biomasi ispitivanih sojeva. Cjelokupna kvasceva suspenzija uzgojena u tikvici (100 mL)
odnosno 100 mL kvai&eve suspenzije iz bioreaktora je centrifugirano 10 min pri 4000 omin™,
a zatim je talog biomase ispran destiliranom vodom i ponovno centrifugiran. Uzorci su

spremljeni na -20 °C kao 5 mL kvasceve suspenzije do HPLC analize.

3.3. Analiticke metode

3.3.1. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase

Koncentracija kva$¢eve biomase tijekom uzgoja sojeva u O-podlozi, O-podlozi s
dodatkom protektivnog spoja i modificiranoj O-podlozi odredivana je gravimetrijski. Uzorci
(10 mL) komine uzimani su tijekom uzgoja kvaSceve biomase te centrifugirani pri 4000

omin™ kroz 10 minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je dekantiran, a kivete su susene u
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susioniku pri 105 °C do konstantne mase i vagane na analitickoj vagi. Koncentracija biomase

u komini izracunata je iz formule:
X = (a—b) +100 [gsn L] (1)

a—masa pune kivete (g)
b —masa prazne kivete ()

Prirast biomase odreden je iz razlike koncentracije biomase na kraju (X) i na pocetku uzgoja

(Xo):
AX=X;— Xo [gs0v L] @)
3.3.1.1. Proralun pokazatelja rasta

Na osnovu odredene koncentracije biomase 1 koncentracije supstrata proracunate su
vrijednosti specifi¢ne brzine rasta (p) i koeficijenta konverzije supstrata u biomasu (Y xs)

prema formulama:

dx , 1 1

e ] ®

dX Xn+1 - X n-1 1p,-1
= - Lh 4
ria—— [gLh"] @

X, =X

Y6 =2—2 Xg's 5
X/s S, — S, [9Xg™S] 5)

X — koncentracija biomase [gL™]
S — koncentracija supstrata [gL™]
t — vrijeme [h]

3.3.2.Odredivanje suhe tvari kvas€eve biomase u kvasc¢evoj suspenziji namijenjenoj

odredivanju SAMe

Suha tvar u kva$cevoj suspenziji odredena je prema izrazu:

m, —m,

% vode = *100 (6)

m
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m; — masa kvasceve biomase prije suSenja (vlazna biomasa)

m; — masa kvaSceve biomase nakon suSenja (suha biomasa)

% suhe tvari = 100 — % vode (7)

3.3.3.Odredivanje koncentracije glukoze

Glukoza je odredivana spektrofotometrijski, prema glukoza-PAP metodi (Trinder,
1969). Metoda se temelji na oksidaciji glukoze u glukonsku kiselinu 1 peroksid pomocu
glukoza oksidaze i reakciji peroksida, 4-hidroksibenzojeve kiseline i 4-aminoantipirina
pomocu peroksidaze, pri cemu nastaju kinonimin i voda. U mikrokivete je otpipetiran 1 mL
reagensa i 10 uL uzorka odnosno standarda. Uzorci su inkubirani 10 min pri 37 °C, nakon
Cega je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 500 nm. Koncentracija glukoze izraGunata

je prema formuli:

Au
v(glukoza) = A_St *5,56*0,18*r [gL™] (8)

Au — apsorbancija uzorka
Ast — apsorbancija standarda
r — razrjedenje (jer je metoda linearna do 5 gL™)

3.3.4.0dredivanje koncentracije glicerola

Za odredivanje glicerola u svim ispitivanim uzorcima koriStena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), uz RI-detektor prema metodi koju su opisali

Lefebvre 1 sur. (2002), koriStenjem vanjskog standarda.
3.3.4.1. Priprema uzorka za HPLC- analizu

Ovisno o ocekivanoj koncentraciji glicerola, 0,5-5 mL supernatanta dobivenog

centrifugiranjem kvas¢eve suspenzije je pomijeSano s oko 30 mL destilirane vode u
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odmjernoj tikvici od 50 mL (razrjedenja od 10 do 100 puta). U odmjernu tikvicu je zatim
dodano 2,5 mL otopine Carrez | (kalij-heksacijanoferat trihidrat, y=36 gL™) i 2,5 mL otopine
Carrez 11 (cinkov sulfat heptahidrat, y=300 gL™) da bi se istalozili proteini. Slijedila je
neutralizacija uzorka s 2 M NaOH do pH-vrijednosti 8,0 = 0,5. Destiliranom vodom se
dopunio volumen tikvice do 50 mL, a onda se cijeli sadrzaj profiltrirao kroz filter papir

veli¢ine pora 0,45 mm te kroz filter veli¢ine pora 0,45 pm.
3.3.4.2. Priprema otopina standarda

U odmjernoj tikvici od 100 mL je najprije pripremljena otopina standarda glicerola
koncentracije 1 gL™ iz koje su zatim napravljene ostale standardne otopine nizih
koncentracija. 1z ovisnosti povrsine ispod pikova o masenoj koncentraciji standarda nacrtan

je bazdarni pravac i izraCunata jednadzba pravca (slika 11).

300000 A
250000 ///
/ y =321652x - 2169.2
150000
100000 / R#=0.9999
50000 .) /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

7(Gly) [mgmL]

povrsina

Slika 11. Bazdarni pravac standarda glicerola.

3.3.4.3. Kromatografski uvjeti analize

Odredivanje glicerola primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

provedeno je pri uvjetima navedenim u tablici 9.
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Tablica 9. Parametri analize glicerola HPLC metodom.

uredaj Varian Prostar 230
kolona MetaCarb 67H, 300 x 6,5 mm
temperatura kolone 60 °C
detektor RI
mobilna faza 5 mM H,SO,
protok 0,5 mLmin™
eluiranje izokratno
injektirani volumen 20 uL
vrijeme eluiranja 20 min
vrijeme zadrZavanja 11, 4 min

Mobilna faza (5 mM H,SO,) je pripremljena dodavanjem 276,76 uL koncentrirane
H2SO4 u 500 mL redestilirane vode u odmijernoj tikvici od 1L. Volumen je nadopunjen

redestiliranom vodom do oznake.
3.3.4.4. Identifikacija i kvantifikacija

Identifikacija glicerola u uzorcima provedena je usporedbom vremena zadrzavanja

(R¢) razdvojenog pika s vremenom zadrzavanja standarda (11,4 min).

Kvantifikacija je provedena tako da se povrSina pika glicerola svakog uzorka uvrstila u
jednadzbu pravca dobivenu iz bazdarnog dijagrama standarda glicerola (Slika 11.) (uz

korekciju zbog razrjedenja):

A(glicerol)+2169,2 )
321652

y(glicerol) = [gL™] (9)

I —razrjedenje
3.3.5. Odredivanje koncentracije S-adenozil-L-metionina

Za odredivanje SAMe u svim ispitivanim uzorcima KkoriStena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), uz UV-Diode Array detekciju (Valko i sur.,
1993).
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3.3.5.1. Priprema uzorka za HPLC-analizu

SAMe je unutarstani¢ni proizvod pa je za njegovo odredivanje prvo potrebno lizirati
stanice kvasca. U graduiranu kivetu od 15 mL dodano je 2 mL uzorka kvas¢eve suspenzije,
0,25 mL etil acetata i 1 mL 1 M H,SO,4. Uzorci su mijesani na vrtloznoj mjesalici 30 minuta.
Lizirani uzorci dopunjeni su destiliranom vodom do 10 mL, promijeSani na vrtloZnoj
mjesalici 4 min i centrifugirani 10 minuta pri 4000 omin™. Supernatanti su dekantirani u novu
kivetu (volumen supernatanta), razrijedeni s destiliranom vodom u omjeru 1:1, a nakon toga
su profiltrirani kroz filter veli¢ine pora 0,45 pm. Tako pripremljenim uzorcima odredena je

koncentracija SAMe HPLC analizom.
3.3.5.2. Priprema otopina standarda

Standard S-(5’-adenozil)-L-metionin klorid (> 80 %) otopljen je pomoc¢u mobilne faze.
Mobilna faza je smjesa amonij formijatnog pufera (pH = 4,0+0,1) i metanola u omjeru 9:1
(V/v).

Iz ovisnosti povrSine ispod pikova o masenoj koncentraciji standarda nacrtan je

bazdarni pravac i izracunata jednadzba pravca:

14000000

12000000 //

10000000
/ y = 16824x + 114805
8000000 5
/ R? = 0,9953
6000000 /
4000000 /
2000000

0

powrsina

0 200 400 600 800 1000
Y (SAMeCl) (mgL™)

Slika 12. Bazdarni pravac standarda S-(5’-adenozil)-L-metionin klorid (SAMeCl).
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3.3.5.3.  Kromatografski uvjeti analize

Odredivanje SAMe primjenom tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti

(HPLC) provedeno je uz uvjete navedene u tablici 10.

Tablica 10. Parametri analize SAMe HPLC metodom.

uredaj Varian Prostar 230
N ChromSep Column SS 250 x 4,6 mm; predkolona:
ChromSep guard column lonoSpher 5C
temperatura kolone 35°C
UV-VIS diode array (valna duljina: signal A 260
detektor nm, BW 4 nm; referentni signal 550 nm, BW 100
nm)
protok 1,0 mLmin™
eluiranje izokratno
temperatura otopine za injektiranje sobna
injektirani volumen 20 uL
vrijeme eluiranja 50 min
vrijeme zadrZavanja 9,04 min

3.3.5.4. Identifikacija i kvantifikacija SAMe

Identifikacija SAMe u uzorcima provedena je usporedbom vremena zadrzavanja (R)

razdvojenog pika s viemenom zadrzavanja standarda (9,04 min).

Kvantifikacija je provedena tako da se povrSina pika SAMe svakog uzorka uvrstila u

jednadzbu pravca dobivenu iz bazdarnog dijagrama standarda SAMe klorida (Slika 11.):

A(SAMe)-114805
16824

Y(SAMe) = [mgsameL™] (10)
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Uzimajuéi u obzir dobiveni volumen supernatanta tijekom priprave uzorka za HPLC

analizu i razrjedenja uzorka:

m(SAMe )= y(SAMe) * V(supernatanta) * 2 [Mgsamel (11)

Zbog uzimanja 2 mL kvas¢eve suspenzije za liziranje stanica kvasca, masa SAMe se

korigira:

smL
m (SAMe )u kvascevoj suspenziji = m (SAMe) * omL [Mgsame] (12)
SAMe u kvascevoj bi i m(SAMe) 100 L k 13
= m v. KvVasCa
e u kvascevoj biomasi m(BML) * %s v, [Mgsamed st sca] (13)

3.3.6.Odredivanje koncentracije ergosterola u biomasi kvasca (eng. Sterol quantitation

method)
Koncentracija ergosterola u biomasi kvasca odredivana je spektrofotometrijski.

U graduiranu kivetu pipetom je dodano 1 mL kvas€eve suspenzije i 3 mL 25 %
alkoholnog KOH te je sadrzaj mijeSan na vortex-u 1 minutu. Uzorci su zatim termostatirati na
85 °C u vodenoj kupelji 1 sat. Nakon hladenja na sobnu temperaturu dodano je 1 mL
destilirane vode i 3 mL n-heptana te je sadrzaj mijeSan na vortex-u 3 minute. Nakon
stabilizacije 30 minuta na sobnoj temperaturi izdvojen je sloj n-heptana s ekstrahiranim
ergosterolom u tamne bocice 1 ¢uvan na -20 °C do analize.

Na valnoj duljini od 281,5 nm izmjerena je apsorbancija uzorka koja je proporcionalna
koncentraciji ergosterola i 24,28-dihidroksiergosterola.

Na valnoj duljini od 230 nm izmjerena je apsorbancija uzorka koja je proporcijalna
koncentraciji 24,28-dihidroksiergosterola. Koncentracija ergosterola odreduje se iz razlike

apsorbanci izmjerenih na 281,5 i 230 nm prema formulama (Arthington-Skaggs i sur., 1999):
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A281,5 % r) ( A23O % r)
290*m, .. = 518+m

% ergosterola u vlaznoj biomasi = ( (14)

uzorka

Azsi 5 - apsorbanca izmjerena na 281,5 nm
Az3o — apsorbanca izmjerena na 230 nm
Myzorka — Masa 1 mL kvasceve suspenzije

I — razrjedenje

Linearnost: od 0,01 do 0,03 mgmL™ ergosterola odnosno apsorbanca od 0,353-0,893
pri 281,5 nm.

100

0% s.tv.

% ergosterola u suhoj biomasi = (%0erg,,,. *

) (15)

ergosterol u kvastevoj biomasi = % ergosterola u suhoj biomasi * 10 [mgg™sw.] (16)
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4. REZULTATI



4.1.

Rast kvasca S. stipitis i proizvodnja SAMe na laboratorijskoj tresilici

4.1.1.Kinetika rasta soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih

X |el!]

spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina)

S ciljem ispitivanja utjecaja pojedinih spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina)
na rast soja S. stipitis M12 u O-podlogu su dodani 3 % (v/v) glicerola, 0,025%;
0,005% i 0,5% mio-inozitola i 0,1 % kolina. Uzgoj je proveden u volumenu od 100
mL na laboratorijskoj tresilici pri 200 omin™ i temperaturi 30°C tijekom 30 sati, pri
pH vrijednosti 6. Uzorci za analizu uzimani su svaka 3 sata. Rast biomase je pracen
gravimetrijski.  PotroSnja osnovnog izvora ugljika (glukoze) je pracena

spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani slikama 13-16.

15
10
5
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
t [h-1]

=—X-bez =—l—X-0,0025%1 =—#&—X-0,005%1 =—@—=X-05%I

Slika 13. Porast biomse soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom 0,0025 - 0,5% mio-

inozitola na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri 30°C tijekom 30 sati.
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Slika 14. Potrosnja glukoze tijekom uzgoja soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom
0,0025 - 0,5% mio-inozitola na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri 30°C tijekom 30 sati.

15
10
o
=L
“ 5
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
t[h1]

~BW=XK  —h=X-K+|l  —=X-Gly

Slika 15. Porast biomase soja S. stipitis M12 u O-podlozi s dodatkom kolina, kolina i mio-

inozitola te glicerola na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri 30°C tijekom 30 sati.
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Slika 16. Potrosnja glukoze tijekom uzgoja soja S. stipitis M12 u O-podlozi s dodatkom
kolina, kolina i mio-inozitola te glicerola na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri 30°C
tijekom 30 sati.

4.1.2.Utjecaj stupnja aeracije na rast biomase soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s

dodatkom protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina)

Pracen je prirast soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih
spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina) na laboratorijskoj tresilici, kako bi se odredio
utjecaja aeracije na porast biomase soja S. stipitis M12. U O-podlogu su dodani 3% (v/v)
glicerola; 3% (v/v) glicerola i 0,0025% mio-inozitola; 0,0025 % mio-inozitola; 0,005 % mio-
inozitola; 0,05 % mio-inozitola; 0,0025 % mio-inozitola 1 0,1 % kolina te 0,1 % kolina.
Razli¢iti stupanj aeracije osiguran je uzgojem soja S. stipitis M12 u razli¢itim volumenima

podloge (25 - 100 mL). Prirast biomase je prac¢en gravimetrijski i prikazan na slici 17.
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Slika 17. Utjecaj razli¢itog volumena O-podloge odnosno stupnja aeracije na prirast soja S.
stipitis M12 raslog u u O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih spojeva nakon 24 sata uzgoja

na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri temperaturi 30 °C.

4.1.3.Udio SAMe i ergosterola u biomasi soja S. stipitis M12 u stacionarnoj fazi rasta u
O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola,

kolina)

Proveden je uzgoj soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih
spojeva (3% (v/v) glicerola; 3% (v/v) glicerola i 0,0025% mio-inozitola; 0,0025 % mio-
inozitola; 0,0025 % mio-inozitola; 0,005 % mio-inozitola; 0,0025 % mio-inozitola 10,1 %
kolina te 0,1 % kolina) kako bi se ispitao udio SAMe i udio ergosterola u biomasi kvasca u
produzenoj stacionarnoj fazi rasta. Uzgoj je proveden u volumenu od 100 mL na
laboratorijskoj tresilici pri 200 omin™, temperaturi 30 °C i pH-vrijednosti 6. Uzorci su
uzimani u 24., 27.1 30. satu, jer je kvasac u 24. satu potrosio svu glukozu i u$ao u stacionarnu
fazu rasta. Udio SAMe u biomasi kvasca je odreden HPLC metodom, a udio ergosterola

spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani na slikama 18-19.
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Slika 18. Udio SAMe u biomasi soja S. stipitis M12 (nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta)
uzgojenog na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri temperaturi 30 °C u 100 mL O-podloge
uz dodatak protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola odnosno kolina).
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Slika 19. Udio ergosterola u biomasi soja S. stipitis M12 (nakon ulaska u stacionarnu fazu
rasta) uzgojenog na laboratorijskoj tresilici (200 omin™) pri temperaturi 30 °C u 100 mL O-

podloge uz dodatak protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola odnosno kolina).
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4.2. Rast kvasca S. stipitis i proizvodnja SAMe u laboratorijskom bioreaktoru

Nakon uzgoja na laboratorijskoj tresilici uzgoj soja M12 kvasca S. stipitis proveden je u
laboratorijskom bioreaktoru (aeracija od 3,0 w™min™) u O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v)
glicerola (slika 20) i u modificiranoj O-podlozi gdje je glicerol osnovni izvor ugljik (slike 21-
23). Uzgoj soja M12 kvasca S. stipitis u O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v) glicerola proveden
je Sarzno, a u modificiranoj O-podlozi proveden je Sarzno i Sarzno s pulsnim dodatkom
metionina te usporeden s uzgojem divljeg soja kvasca S. stipitis. Pracen je rast biomase i udio
SAMe u biomasi kvasca te potro$nja glukoze odnosno potrosnja glicerola (slike 20-23). Rast
biomase je pracen gravimetrijski, a udio SAMe u biomasi kvasca HPLC metodom. Potrosnja

glukoze je pracena spektrofotometrijski, a potrosnja glicerola HPLC metodom.
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Slika 20. Promjena udjela SAMe i rast biomase soja S. stipitis M12 te brzina potros$nje
glukoze odnosno glicerola tijekom uzgoja ovog soja u O-podlozi uz dodatak 3 % (v/v)

glicerola u laboratorijskom bioreaktoru (pH 6 i temperatura 30 °C).
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Slika 21. Promjena udjela SAMe u biomasi soja S. stipitis M12, koncentracije biomase soja
M12 i brzina potro$nje glicerola u modificiranoj O-podlozi tijekom 48 sati u laboratorijskom

bioreaktoru (pH 6 i temperatura 30 °C).
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Slika 22. Promjena udjela SAMe u biomasi soja S. stipitis M12, koncentracije biomase soja
M12 i brzine potrosnje glicerola u modificiranoj O-podlozi i uz pulsni dodatak 6 gL™ D,L-

metionina u 27. satu uzgoja u laboratorijskom bioreaktoru (pH 6 i temperatura 30 °C).
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Slika 23. Promjena udjela SAMe u biomasi divljeg soja kvasca S. stipitis, koncentracije
biomase divljeg soja i brzine potrosnje glicerola u modificiranoj O-podlozi i uz pulsni dodatak

6 gL D,L-metionina u 15. satu uzgoja u laboratorijskom bioreaktoru (pH 6 i temperaturi 30
°C).
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5. RASPRAVA



5.1. Rast kvasca S. stipitis i proizvodnja SAMe na laboratorijskoj tresilici

5.1.1.Kinetika rasta soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih

spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina)

Soj S. stipitis M12 selekcioniran je na osnovu rezistencije na nistatin te zbog
poremecaja u biosintetskom putu ergosterola ima smanjen udio ergosterola u stani¢noj
1 oksidacijski stres. Budu¢i da kod kvasaca postoji medusobna interakcija izmedu
metabolickih puteva razli¢itih lipidnih komponenata, promjenom sadrzaja ergosterola utjece
se na sadrzaj ostalih lipidnih komponenata u membrani (fosfolipida i sfingolipida) (Villa-
Garcia 1 sur., 2011). U ovome radu istrazen je utjecaj dodatka protektivnih spojeva glicerola,
mio-inozitola i kolina na rast soja S. stipitis M12 i proizvodnju SAMe. U aerobnim uvjetima
glicerol sluzi stanicama kvasca kao izvor ugljika i energije, no stanica mozZe nakupljati ovaj
trovalentni alkohol s ciljem smanjivanja osmotskog stresa. U stanju osmotskog stresa glicerol
se moZe nakupljati u stanici zbog promjene permeabilnosti stanicne membrane, pove¢anjem
biosinteze glicerola ili unosom glicerola iz okoline aktivnim transportom (simport), §to je
naj¢es¢i slucaj kod kvasaca (Lages i sur., 1999). Mio-inozitol i kolin su prekursori za sintezu
fosfolipida (fosfatidilinozitol, fosfatidilkolin), komponenti stani¢nih membrana koje znacajno
utje¢u na karakteristike membrana i stabilnost stanice u stresnim uvjetima (Carman i Henry,
1989).

Uzgoj soja S. stipitis M12 proveden je u O-podlozi i O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v)
glicerola, 0,0025 %; 0,005 % i 0,5 % mio-inozitola te 0,1 % kolina u volumenu od 100 mL na
laboratorijskoj tresilici pri 200 omin™ (temperaturi 30°C i pH vrijednosti 6) tijekom 30 sati
uzgoja, pri ¢emu je pracena kinetika rasta soja M12 u svim fazama rasta. U svim ispitivanim
podlogama (O-podlozi i O-podlozi s dodatkom protektivnih spojeva) kvasac se tijekom prvih
Sest sati uzgoja biomase nalazio u fazi usporenog rasta (lag faza rasta; 0.-6. sat uzgoja), zatim
u fazi intenzivnog rasta tijekom sljedecih osamnaest sati (eksponencijalna faza rasta, lag faza;
6.-24. sat uzgoja) te je u 24. satu usao u fazu mirovanja (stacionarna faza; 24.-30. sat uzgoja)
(slika 13 1 slika 15). Prilikom ulaska u stacionarnu fazu rasta u 24. satu uzgoja uocena je
najmanja koncentracija biomase od 8,06 gsw L™ u O-podlozi s dodatakom 0,005 % mio-
inozitola, dok je najveca koncentracija od 9,86 gs,tV,L'l zabiljezena u O-podlozi s dodatkom 3
% (v/v) glicerola. Nastavkom uzgoja nakon ulaska u stacionarnu fazu dolazi do malog porasta

koncentracije biomase kvasca zbog rasta stanica na peptonu i kvas¢evom ekstraktu jer kvasac
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S. stipitis ima sposobnost istovremenog koristenja aminokiselina kao izvora ugljika i dusika
(Freese i sur., 2011). Pra¢enjem produZene stacionarne faze najveca koncentracija biomase
postignuta je u O-podlozi s dodatkom 3% (v/v) glicerola (10,56 gsw.L™) u 30. satu uzgoja.
Dodatak glicerola u O-podlogu rezultirao je pove¢anjem prirasta biomase soja M12 za gotovo
2 gswv. L™ u odnosu na podlogu bez dodatka protektivnih spojeva, §to potvrduje pretpostavku
da prisutnost glicerola u O-podlozi pozitivno utjeCe na svojstva membrane stanice soja M12
kvasca S. stipitis jer ga stanica moZe Koristiti za sintezu fosfatidne kiseline iz koje se zatim
sintetiziraju lipidne komponente membrana 1 na taj na¢in smanjuje negativan utjecaj okoline
na stanicu ovog kvasca. Osim protektivne uloge, glicerol je i dodatni izvor ugljika pa je u O-
podlozi s dodatkom 3% (v/v) glicerola provjeren 1 sadrzaj glicerola te je utvrdeno da se u
ispitivanom vremenu uzgoja glicerol nije znac¢ajno mijenjao (podaci nisu prikazani). Dobiveni
rezultati su u skladu s istrazivanjima Lees i sur. (1980) koji su dodatkom 3 % (v/v) glicerola u
podlogu postigli zastitno djelovanje na soj kvasca S. cerevisiae s poremecajem u biosintezi
ergosterola te samim time i poremecajem u integritetu membrane. Papini i sur. (2012) su
koristili mio-inozitol kao sastojak podloge za uzgoj kvasca S. stipitis CBS 6054 i kvasca S.
cerevisiae. Takoder je kod kvasca S. cerevisiae uoc¢ena uloga inozitola u regulaciji lipidnog
metabolizma i odgovora stanice na stresne uvjete (Villa-Garcia i sur., 2011). Koeficijent
konverzije supstrata u biomasu (Yxs) za O-podlogu s dodatkom 3% (v/v) glicerola iznosi
0,164 gX g~ Glc, a specifi¢na brzina rasta biomase (p) 0,0517 h™.

Sukladno rastu biomase soja M12, zabiljezena je potroSnja osnovnog izvora ugljika
(glukoze) iz O-podloge, pri ¢emu je u 24. satu uzgoja doslo do potpunog iscrpljivanja glukoze

u svim ispitivanim podlogama (slike 14 i 16).

5.1.2.Utjecaj stupnja aeracije na rast biomase soja S. stipitis M12 u O-podlozi bez i s

dodatkom protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola, kolina)

Kako bi se ispitao utjecaj aeracije na rast biomase soja M12 kvasca S. stipitis, pra¢en
je prirast biomase soja S. stipitis M12 u razli¢itim volumenima (25 - 100 mL) O-podloge i O-
podloga uz dodatak protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola i kolina) na laboratorijskoj
tresilici s ciljem smanjivanja negativnog utjecaja kisika na stanice (oksidacijskog stresa).
Rezultati su prikazani pod 4.1.2. na slici 17. Primjenom svih ispitivanih O-podloga (sa i bez
dodatka protektivnih spojeva) prirast biomase soja S. stipitis M12 najveci je u najmanjem
volumenu podloge (25 mL) te opada povecanjem volumena. Dobiveni rezultati u skladu su s
ocekivanjima jer veci stupanj aeracije, kojeg omoguéava manji volumen podloge u tikvicama

za uzgoj, pospjesuje rast biomase (He i sur., 2006). Najveci prirast biomase zabiljeZen je u O-
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podlozi s dodatkom 3% (v/v) glicerola u svim ispitivanim volumenima. Pritom je prirast
biomase obrnuto proporcionalan volumenu podloge, odnosno u najmanjem volumenu podloge
(25 mL) zabiljeZen je najveéi prirast biomase u navedenoj podlozi (10,36 gsy. L™). U O-
podlozi bez dodatka protektivnih spojeva zabiljezen je znatno manji prirast biomase u svim
volumenima, nego u podlogama s dodatkom 3 % (v/v) glicerola te je neznatno manji od
prirasta u O-podlogama s dodatkom mio-inozitola. Najmanji prirast biomase od 6,27 g, L™
zapazen je kod najveceg volumena O-podloge (100 mL) s dodatkom 0,0025 % mio-inozitola.
Dobiveni rezultati mogu se objasniti pozitivnim utjecajem glicerola na rast stanica kvasca
koje imaju narusenu staniénu membranu, jer glicerol djeluje kao osmolit, doprinosi
zadrzavanju vode u stanici te kao osmoprotektor omogucava odvijanje mnogih stani¢nih
procesa u uvjetima osmotskog stresa (Flores i sur., 2000). Osim toga, omoguéuje odrzavanje
redoks ravnoteze koja utjeCe na mitohondrijsku respiraciju, energetski naboj stanice i
smanjenje proizvodnje kisikovih radikala u stanici (oksidacijski stres) (Shen i sur., 1999).
Medusobnom usporedbom prirasta u 25 mL ispitivanih podloga vidljivo je da je
najvisi prirast postignut u O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v) glicerola (10,36 gs.. L™) kao i u O-
podlozi s 3 % (v/v) glicerola i 0,0025 % mio-inozitola (10,37 gsw. L™). Nadalje, slijedi prirast
u O-podlozi s 0,1 % kolina (10,01 gs. L™), prirast u O-podlozi s 0,0025 % mio-inozitola i
0,1% kolina (9,82 gsw. L™) te prirast u O-podlogama s mio-inozitolom (9,0 gsw. L™?), dok je
najnizi prirast u O-podlozi bez dodataka (8,31 gsw. L™). Rezultati su u skladu s o&ekivanjima,
budu¢i da soj S. stipitis M12, zbog poremecaja u biosintetskom putu ergosterola, ima
promjenjen udio lipida u stani¢noj membrani §to ima veliki utjecaj na rast stanice u uvjetima
povecane acracije. Prema Villa-Garcia i sur. (2011) dodatak mio-inozitola u podlogu za rast
kvasca S. cerevisiae s poremeCajem u biosintezi egosterola omogucuje sintezu
fosfatidilinozitola i inozitol fosfata koji su vazni za integritet membrane. Za razliku od uzgoja
pri 30 °C tijekom uzgoja pri visim temperatura (37 °C) navedeni kvasac je auksotrofan za
inozitol zbog nemoguénosti sinteze inozitola iz glukoze. Kod O-podloga s dodatkom 3 %
(v/v) glicerola i 0,1 % kolina odnosno 0,0025 % mio-inozitola i 0,1 % kolina uoc¢en je veéi
prirast biomase soja M12 nego kod O-podloge bez dodatka protektivnih spojeva §to je
oc¢ekivano, buduci da prisutnost kolina u podlozi omogucava sintezu fosfatidilinozitola (PI) iz
fosfatidne Kiseline potrebnog stanici kvasca jer Pl ¢ini 20 % udjela svih fosfolipida koji su

vazni za integritet staniéne membrane (Gaspar 1 sur., 2008).
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5.1.3.Udio SAMe i ergosterola u biomasi soja S. stipitis M12 u stacionarnoj fazi rasta u
O-podlozi bez i s dodatkom protektivnih spojeva (glicerola, mio-inozitola,
kolina)

Kako bi se ispitao utjecaj dodatka protektivnih spojeva na udio SAMe i udio ergosterola
u biomasi kvasca S. stipitis u produzenoj stacionarnoj fazi rasta, proveden je uzgoj soja S.
stipitis M12 u 100 mL O-podloge i 100 mL O-podloge s dodatkom protektivnih spojeva
(glicerola, mio-inozitola i kolina) na laboratorijskoj tresilici. Rezultati su prikazani u
poglavlju 4.1.3. na slikama 18 i 19. Nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta prac¢en je udio
SAMe i ergosterola u stanici soja S. stipitis M12, pri ¢emu su uzorci izuzimani u 24. satu
uzgoja kada je u svim podlogama doslo do potpune potrosnje glukoze kao osnovnog
supstrata, te u 27. i 30. satu uzgoja. Ulaskom soja M12 u stacionarnu fazu rasta raste i udio
SAMe u biomasi kvasca jer se prestankom intezivnog rasta stanica smanjuje potrosnja ATP za
rast, a time se omogucuje veca sinteza SAMe (Shiozaki i sur., 1984).

U svim O-podlogama s dodatkom protektivnih spojeva udio SAMe u biomasi soja M12
najmanji je u 24. satu uzgoja, zatim je zabiljezen porast udjela SAMe tijekom sljedeca 3 sata
(27. sat uzgoja), a daljnjim uzgojem udio SAMe se smanjio (30. sat) (slika 18). Najve¢i udio
SAMe (32,19 mgg ) zabiljezen je u 27. satu uzgoja u biomasi soja M12 kvasca S. stipitis
uzgojenoj u O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v) glicerola te u O-podlozi bez dodataka u 30. satu
uzgoja (30,26 mgg™sw.). Utjecaj glicerola dodanog u O-podlogu na poveéanje udjela SAMe u
biomasi soja M12 moze se objasniti na isti nacin kao i utjecaj glicerola na prirast biomase soja
M12 koji je opisan u poglavlju 5.1.2., jer postoji medusobna povezanost glicerolskog puta i
metabolickih puteva razli¢itih lipidnih komponenti stanice ¢ime se utjeCe na fiziologiju
stanice kvasca (Villa-Garcia i sur., 2011). Udio SAMe u biomasi soja M12 uzgajanog u
podlogama s dodatkom mio-inozitola u 27. satu uzgoja znatno je manji od udjela u biomasi
uzgajanoj u O-podlozi i O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v) glicerola te iznosi 11,02 mgg™s.. za
podlogu s dodatkom 0,0025 % mio-inozitola odnosno 16,67 mgg ™. za podlogu s dodatkom
0,005 % mio-inozitola i 18,27 mgg ™. za podlogu s 0,5 % mio-inozitola. U 27. satu uzgoja u
biomasi uzgojenoj u O-podlozi s dodatkom 0,1% kolina i 0,0025 % mio-inozitola udio SAMe
iznosi 23,09 mgg sy, te 25,32 mggsw. za biomasu uzgajanu u O-podlozi s dodatkom 0,1%
kolina. Razlike u udjelu SAMe u biomasama M12 uzgajanim u ispitivanim podlogama mogu
se objasniti djelovanjem protektivnih spojeva na stanicu kvasca i potroSnjom SAMe u
biosintezi poliamina i glutationa (GSH) koji sudjeluju u neenzimskoj antioksidacijskoj zastiti

stanice kvasca (Lu i Mato, 2012). Dodatkom kolina odnosno inozitola u podlogu mijenja se
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metabolicki put fosfolipida, pri ¢emu se dodatkom kolina smanjuje potroSnja SAMe koji se
koristi u posljednje tri reakcije nastajanja fosfatidilkolina (\Van der Rest i sur.,1995). Inozitol i
kolin, osim §to sudjeluju u regulaciji gena klju¢nih za lipidni metabolizam, reguliraju i
ekspresiju gena SAH1 koji kodira za enzim (S)-adenozil-L-homocistein hidrolazu (Sahl) koja
sudjeluje u ciklusu metionina. Sahl hidrolizira (S)-adenozil-L-homocistein (SAH) (inhibitor
SAMe-zavisnih metiltrasferaza) u homocistein zbog ¢ega se ravnoteza pomice na stranu SAH
i potrosnje SAMe (slika 6). Inozitol u podlozi uzrokuje represiju SAH1, dok dodatak kolina
uzrokuje znacajniju represiju ¢ime se smanjuje aktivnost SAMe-zavisnih metiltransferaza i
povecéava nakupljanje SAMe u stanici kvasca S. cerevisiae (Tehlivets i sur., 2004). Na osnovu
dobivenih rezultata moZemo zakljuciti da odabrani protektivni spojevi razli¢ito utjecu na udio
SAMe u uzgojenoj biomasi soja M12 kvasca S. stipitis, te da dodatak glicerola u O-podlogu
ima pozitivan u¢inak na udio SAMe u biomasi ispitivanog kvasca.

Udio ergosterola je podjednak u svim biomasama soja M12 uzgajanim u ispitivanim
podlogama (od 1,1 do 1,3 mgg™s.tv.), pri emu je najmanji udio zabiljezen u 27. satu uzgoja
biomase soja S. stipitis M12 u svim ispitivanim podlogama osim u O-podlogama s dodatkom
mio-inozitola kod kojih je udio ergosterola najveéi u 27. satu uzgoja (slika 19). Buduéi da soj
S. stipitis M12 ima poremecaj u biosintezi ergosterola, niski udio ergosterola u uzgojenim
biomasama u skladu je sa oCekivanjima. Dobivene vrijednosti su za oko 2 puta manje u
odnosu na vrijednosti koje su Krizanovi¢ i sur. (2015) dobili za divlji soj kvasca S. stipitis. Za
razliku od soja M12 u divljem soju kvasca S. stipitis odvija se nesmetana biosinteza
ergosterola koja je vazna za odrzavanje homeostaze sterola (Henneberry i Sturley, 2005).
Udio ergosterola u biomasi uzgajanoj u ¢istoj O-podlozi i O-podlozi s dodatkom protektivnih
spojeva je podjednak, pa mozemo zakljuciti da dodatak protektivnih spojeva u podlogu nema

utjecaj na udio ergosterola u biomasi uzgajanoj u ispitivanim podlogama.

5.2. Rast kvasca S. stipitis i proizvodnja SAMe u laboratorijskom bioreaktoru

Nakon uzgoja soja S. stipitis M12 na laboratorijskoj tresilici proveden je Sarzni uzgoj
istog soja u laboratorijskom bioreaktoru (aeracija od 3,0 w™min™) u 3 L korisnog volumena
O-podloge uz dodatak 3 % (v/v) glicerola koji se u prethodnim ispitivanjima pokazao
najboljim protektivnim spojem s najve¢im utjecajem na povecanje prirasta biomase soja M12
i udio SAMe. Podloga je sadrzavala 6 gL™ D,L-metionina (prekursora sinteze SAMe).
Tijekom 48 sati uzgoja pracen je rast biomase soja M12, potro$nja osnovnog supstrata
glukoze, protektivnog spoja glicerola te promjena udjela SAMe u biomasi. Soj M12 je u

aerobnim uvjetima rasta (3,0 vwmin™) istovremeno koristio glukozu i glicerol (slika 20) pri
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¢emu je brzina potrosnje glukoze veéa od brzine potrosnje glicerola. U 21. satu uzgoja doslo
je do potpunog iscrpljivanja glukoze iz podloge pri cemu je postignuta koncentracija biomase
od 12,78 gsw.L ™. U istom periodu iskoristeno je i 13,09 gL™ glicerola. Nakon iscrpljivanja
glukoze soj M12 je nastavio s intenzivnim rastom sve do iscrpljivanja glicerola. U uvjetima
intenzivne aeracije soj M12 kvasca S. stipitis koristi glicerol za svoj rast jer je glicerol
oksidativni supstrat te je za njegovu potros$nju kvascu S. stipitis potrebna vec¢a koncentracija
kisika. Nakon 48 sati uzgoja postignuta je koncentracija biomase od 27,94 gs..L™ i koeficijent
konverzije supstrata u biomasu (Yxs) od 0,32 gg™. Nakon iscrpljivanja glukoze u 21. satu
uzgoja, doslo je do porasta udjela SAMe u biomasi soja M12 s maksimumom u 27. satu
uzgoja koji je iznosio 31,82 mgg ... Nakon 27. sata uzgoja udio SAMe ponovno opada jer
su stanice soja M12 prilagodile metabolizam kako bi nastavile rasti na glicerolu kao
sekundarnom izvoru ugljika i koriste SAMe u vlastitom metabolizmu za rast (metilacija DNA
i RNA) (Lin i sur., 2004). Ulaskom soja u stacionarnu fazu udio SAMe u biomasi ponovno
raste i u 48. satu je iznosio 20,78 mgg'ls_t\,_. Iz krivulja prikazanih na slici 20 mozemo
zakljuciti da je udio SAMe veci prilikom rasta biomase soja M12 na glukozi, nego na
glicerolu. Budu¢i da sinteza SAMe ne ovisi samo o dostupnosti prekursora D,L-metionina, ve¢
1 0 koli¢ini dostupnog ATP za sintezu SAMe, veci sadrzaj SAMe u biomasi tijekom rasta na
glukozi mozemo objasniti manjom koli¢inom ATP potrebnom za rast stanica kvasca S. stipitis
na glukozi (82,2 mmolateg™sy), nego na glicerolu (95,5 mmolarpg™sy) (Caspeta i sur., 2012),

uslijed Cega je viSe ATP dostupno za reakciju sinteze SAMe.

Buduci da je tijekom Sarznog uzgoja soja M12 kvasca S. stipitis u uvjetima intenzivne
aeracije (aeracija od 3,0 vv'min’1), nakon potpune potro¥nje glukoze, uo&en rast biomase na
glicerolu kao sekundarnom izvoru ugljika, proveden je Sarzni uzgoj biomase u modificiranoj
O-podlozi s 5 % (v/v) glicerola, kako bi se ispitao rast soja M12 kvasca S. stipitis te
proizvodnja SAMe na glicerolu kao osnovnom izvoru ugljika. Uzgoj je pracen kroz sve faze
rasta biomase tijekom 48 sati, pri ¢emu je biomasa soja M12 prvih 12 sati rasla usporeno (lag
faza), zatim je sljede¢ih 15 sati zabiljeZzen eksponencijalni rast (log faza) sve do 27. sata kada
je doSlo do potpune potroSnje osnovnog supstrata (glicerola) i ulaska biomase soja M12 u
fazu mirovanja, odnosno stacionarnu fazu (slika 21). Na ulasku u stacionarnu fazu rasta
postignuta je koncentracija biomase od 32,08 gs,t\,,L'1 te se tijekom produZzene stacionarne faze
rasta do 48. sata nije znatno mijenjala (u 48. satu koncentracija biomase iznosi 33,05 gsw. L ™),
koeficijent konverzije glicerola u biomasu (Yxwciy) je 0,52 gXg™'Gly, §to je o&ekivano za

Crabtree negativan kvasac, a specifi¢na brzina rasta biomase soja M12 na glicerolu (p) je 0,1
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h?, $to je dvostruko viSe od specifiéne brzine rasta divljeg soja kvasca S. cerevisiae na
glicerolu koja prema Ochoa-Estopier i sur. (2011) iznosi 0,05 h™. Na osnovu dobivenih
rezultata mozemo zakljuciti da je primjena glicerola kao osnovnog supstrata imala pozitivan
ucinak na rast soja M12 kvasca S. stipitis jer je trajanje lag faze skrac¢eno sa 21 sat na 12 sati,
a koeficijent pretvorbe glicerola u biomasu je 2,4 puta veci nego koeficijent pretvorbe tijekom
rasta na glukozi i glicerolu. U periodu od 21. do 48. sata uzgoja biomase soja M12 u
modificiranoj O-podlozi s glicerolom kao osnovnim izvorom ugljika praéen je udio SAMe u
biomasi. ZabiljeZen je porast udjela SAMe nakon 27. sata uzgoja, odnosno nakon potpune
potro$nje glicerola iz podloge, pri ¢emu je maksimum postignut u 30. satu uzgoja i iznosi
75,08 mgg’sw. Tijekom produZene stacionarne faze rasta (30.-48. sat) zabiljezen je pad
sadrzaja SAMe do 20,17 mggs. (48. sat) §to zna&i da se uzgoj treba prekinuti kod najveceg
udjela SAMe u biomasi kvasca. Pri manjoj specifi¢noj brzini rasta stanica, ATP se viSe trosi
na stvaranje SAMe nego za sintezu biomase $to rezultira nastankom vise SAMe (Shiozaki 1
sur., 1989). 1z navedenog mozemo zakljuciti da je sadrzaj SAMe 3,6 puta vec¢i U biomasi
uzgajanoj u modificiranoj O-podlozi s glicerolom kao osnovnim izvorom ugljika, nego u O-

podlozi uz dodatak 3 % (v/v) glicerola gdje je glukoza osnovni izvor ugljika.

Nakon $to se utvrdilo da glicerol pozitivno djeluje na rast biomase soja M12 kvasca S.
stipitis i na udio SAMe u njegovoj biomasi, provedeni su dodatni uzgoji kako bi se ispitao
utjecaj dodatka prekursora za sintezu SAMe, D,L-metionina, u trenutku ulaska soja M12 u
stacionarnu fazu rasta s ciljem povecanja udjela SAMe u biomasi kvasca. Uzgoj soja M12
kvasca S. stipitis proveden je u laboratorijskom bioreaktoru u 3 L modificirane O-podloge
koja sadrzi 5 % (v/v) glicerola kao osnovnog izvora ugljika. Pracen je rast biomase soja M12
tijekom 48 sati kroz sve faze rasta biomase i udio SAMe nakon pulsnog dodatka D,L-
metionina na pocetku stacionarne faze. Kao i1 u prethodnom uzgoju, biomasa soja M12 prvih
12 sati rasla je usporeno (lag faza), zatim od 12. sata raste eksponencijalno (log faza) do 27.
sata kada ulazi u stacionarnu fazu rasta (slika 22). Nakon pulsnog dodatka D,L-metionina
uocen je postupni porast sadrzaja SAMe u biomasi soja M12 od 27. do 33. sata (sa 65,56
mgg'ls,tv, na 97,29 mgg'ls,tv,). Daljnjim pra¢enjem sadrzaja SAMe u biomasi soja M12 uocen je
intenzivni porast sadrzaja SAMe od 33. do 35. sata pri ¢emu je u 35. satu uzgoja postignut
maksimalni udio SAMe od 145 mgg™sw.. Pulsnim dodatakom D,L-metionina 1,93 puta se
povecao sadrzaj SAMe u biomasi soja M12 (usporedeno sa sadrzajem SAMe u kvascu soja
M12 uzgajanog u modificiranoj O-podlozi bez pulsnog dodatka D,L-metionina pri ¢emu je

postignuta koncetracija od 75,08 mgg™sw.), na osnovu ega moZemo zakljugiti da je pulsni
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dodatak D,L-metionina u podlogu u stacionarnoj fazi pozitivno djelovao na sadrzaj SAMe u

stanicama te da stanice dodani D,L-metionin koriste za sintezu SAMe.

Na posljetku je proveden $arzni uzgoj divljeg soja S. stipitis u modificiranoj O-podlozi s
5 % (v/v) glicerola kao osnovnog izvora ugljika i s pulsnim dodatkom D,L-metionina u
trenutku ulaska biomase u stacionarnu fazu rasta, kako bi usporedili dobivene rezultate sa
sojem M12 kvasca S. stipitis. Uzgoj je proveden u istim uvjetima kao i prethodni uzgoj soja
M12 te je pracen tijekom 48 sati u svim fazama rasta biomase. Divlji soj kvasca S. stipitis
prvih 6 sati uzgoja rastao je usporeno (lag faza), zatim je iduc¢ih 9 sati rastao intenzivno (log
faza; 6.-15. sat) te je u 15. satu uSao u stacionarnu fazu (slika 23). U trenutku ulaska u
stacionarnu fazu koncentracija biomase iznosila je 35,42 gsw.L™, glicerol je potpuno potrosen
te je u istom trenutku pulsno dodan D,L-metionin. Stupanj pretvorbe glicerola u biomasu
(Yxely) je 0,49 gXg™Gly sto se gotovo ne razlikuje od koeficijenta konverzije glicerola u
biomasu dobivenog prilikom uzgoja soja M12 pri istim uvjetima (Y xc1,=0,52 gXg'Gly).
Divlji soj kvasca S. stipitis usao je u stacionarnu fazu u 15. satu uzgoja $to je 12 sati ranije od
soja M12 (27. sat), pulsni dodatak D,L-metionina na pocetku stacionarne faze rasta imao je
podjednako djelovanje na udio SAMe u biomasi divljeg soja kao i kod soja M12, no
povecéanje udjela SAMe odvijalo se znatno sporije kod divljeg soja S. stipitis nego kod soja
M12. Od 15. do 22. sata uzgoja (7 sati nakon pulsnog dodatka metionina) povecanje udjela
SAMe bilo je manjeg intenziteta te je u 22. satu udio SAMe iznosio 66,02 mgg ™., nakon
toga se udio SAMe povecao te u 30. satu dostigao svoj maksimum od 94,41 mgg ™y, (15 sati
nakon pulsnog dodatka D,L-metionina). Udio SAMe u biomasi divljeg soja je 1,5 puta manji
od udjela u soju M12. Daljnjim prac¢enjem udjela SAMe u biomasi divljeg soja nije uocen
znacajan pad udjela SAMe. Usporedbom rezultata mozemo zakljuciti da je pulsni dodatak
D,L-metionina imao pozitivni utjecaj na sadrzaj SAMe u biomasi oba soja kvasca S. stipitis,
no soj M12 nakupio je veéi udio SAMe (145 mgg™sy) i U kraéem vremenu od divljeg soja
kvasca (94,41 mgg™sw.). Soj M12 kvasca S. stipitis je za osam sati nakon pulsnog dodatka
D,L-metionina postigao najvisi udio SAMe dok je divljem soju bilo potrebno petnaest sati.
Dobiveni rezultat je posljedica poremecaja u biosintetskom putu ergosterola kod soja M12

uslijed kojeg ovaj soj ima povecanu sposobnost nakupljanja SAMe.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju rezultata eksperimentalnog istrazivanja, moze se zakljuciti sljedece:

1. SojS. stipitis M12 podjednako raste u O-podlozi sa i bez dodatka protektivnih spojeva
(glicerola, mio-inozitola i kolina) na laboratorijskoj tresilici. Dodatak 3 % (v/v)
glicerola u O-podlogu rezultirao je najveéim povecanjem koncentracije biomase soja

M12 na laboratorijskoj tresilici.

2. Prirast biomase soja S. stipitis M12 najveci je u uvjetima najvece aeracije, odnosno u
najmanjem volumenu podloge te opada povecanjem volumena. U svim ispitivanim
volumenima podloge najveci prirast biomase soja M12 je u O- podlozi s dodatkom 3
% glicerola.

3. Dodatak 3 % (v/v) glicerola u O-podlogu za uzgoj soja S. stipitis M12 ima pozitivan
ucinak na sadrzaj SAMe u biomasi. Najveéi udio SAMe u biomasi postignut je 3 sata

ranije nego u biomasi uzgajanoj u O-podlozi bez dodatka glicerola.

4. Dodatak protektivnih spojeva ne utjeCe znacajno na sadrzaj ergosterola u stanicama

soja M12 kvasca S. stipitis.

5. Uzgojem soja M12 kvasca S. stipitis u uvjetima intenzivne aeracije u modificiranoj O-
podlozi s 5 % (v/v) glicerola kao osnovnog izvora ugljika skraceno je trajanje faze
usporenog rasta (lag), koeficijent pretvorbe glicerola u biomasu je 2,4 puta veéi, a
sadrzaj SAMe 3,6 puta veci nego tijekom rasta u O-podlozi s dodatkom 3 % (v/v)

glicerola.

6. Soj M12 uzgajan u modificiranoj O-podlozi uz pulsni dodatak D,L-metionina na
pocetku stacionarne faze nakuplja vecu koli¢inu SAMe nego soj M12 uzgajan bez

pulsnog dodatka D,L-metionina.

7. Divlji soj kvasca S. stipitis uzgajan u modificiranoj O-podlozi s pulsnim dodatkom
D,L-metionina ulazi u stacionarnu fazu rasta u kra¢em periodu nego soj M12, ali
sporije nakuplja SAMe u stacionarnoj fazi.
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