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Uvod

1. UVOD

Kvasci imaju Siroku primjenu i u tradicionalnoj i u modernoj biotehnologiji za
proizvodnju hrane, pica, enzima, finih kemikalija i1 farmaceutskih reagensa. Kvasac
Saccharomyces cerevisiae i srodne vrste su posebno dobro poznati zbog njihove vaznosti u
proizvodnji fermentiranih pic¢a (pivo, vino, jabukovaca). Ipak, postoji velika raznolikost medu
kvascima izmedu i unutar rodova Kluyveromyces, Pichia, Debarromyces i Yarrowia koji imaju
vaznu ulogu u biotehnologiji (Lane i Morrissey, 2010). Kvasci se takoder upotrebljavaju u
moderne biotehnoloske svrhe zbog svoje velike brzine rasta te jednostavnosti upravljanja
genima $to doprinosi razumijevanju brojnih posttranslacijskih modifikacija karakteristicnih za
eukariote kao §to su glikozilacija, proteoliza, formiranje disulfidnih mostova i dr. (Mogmenga
i sur., 2019).

Sa sve vedim interesom za uporabu novih mikroorganizma u biotehnoloske svrhe,
koriste se nova znanja i tehnologije kako bi se istrazili ,,nekonvencionalni® kvasci (Lane i
Morrissey, 2010). Dobro je poznato da je jedan od najucinkovitijih mikroorganizama za
proizvodnju etanola Saccharomyces cerevisiae zbog visoke produktivnosti u procesu
proizvodnje etanola. Medutim, divlji tip kvasca S. cerevisiae nije u moguénosti metabolizirati
Secere pentoze za rast ili fermentaciju zbog nedostatka aktivnih metabolickih puteva za ove

Secere (Busic i sur., 2018).

Proizvodnja etanola na visokim temperaturama poZeljan je postupak fermentacije zbog
mnogih prednosti poput smanjenja troskova hladenja 1 smanjenog rizika od kontaminacije.
Kluyveromyces marxianus je izrazito perspektivan termotolerantni kvasac za takav postupak.
Mnogi sojevi kvasca K. marxianus rastu na temperaturama u rasponu 45 - 52 °C, na kojima je
njihova fermentacijska uc¢inkovitost sli¢na onoj kvasca S. cerevisiae na 30 °C. Takoder, ovaj
kvasac moze u¢inkovito proizvoditi etanol iz glukoze na temperaturama iznad 40 °C (Goshima
i sur., 2013).

Cilj ovog rada bio je provesti uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 s
razli¢itim pocetnim koncentracijama inokuluma (2,5 %, 5 % i 10 % vol/vol) i pri razli¢itim pH
vrijednostima (2, 3,415 jedinica) u YPD podlozi u anaerobnim uvjetima. Na temelju dobivenih
rezultata izracunati su osnovni biokineticki parametri rasta i proizvodnje etanola za sve
testirane pH vrijednosti te je iz dobivenih podataka odredena optimalna pH vrijednost za

provodenje bioprocesa proizvodnje etanola u ve¢em mjerilu.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. KVASCI

Jedna od prvih primjena kvasaca je ona u proizvodnji fermentiranih piéa iz tekucina
koje su sadrzavale fermentabilne Secere. Kvasci provode konverzije razli¢itih Secera u alkohol
(etanol) i ugljikov dioksid u procesu zvanom fermentacija. Prvi zapisi 0 morfologiji kvasca
datiraju iz 17. stoljeca, a opis uloge kvasca u fermentacijama objavljen je u 19. stolje¢u. Nakon
toga, kvasci su se sve viSe poceli primjenjivati u industrijske svrhe. Problem koji se javlja
prilikom takve proizvodnje je niska tolerancija kvasaca na povisene koncentracije etanola. Do
danas je istrazen velik broj kvasaca koji toleriraju razlicite koncentracije alkohola u razli¢itim

proizvodima (Seo i sur., 2020).

Najvazniji izvor nutrijenata za kvasce su ugljikohidrati koji sluze kao izvor ugljika i
energije. Kvasci mogu fermentirati samo nekoliko vrsta Secera, medu kojima su najcesce
heksoze. Moguénost metaboliziranja pentoza prisutna je kod manjeg broja vrsta. Medu
pentozama, najviSe se istrazuje metaboliziranje ksiloze za industrijsku proizvodnju etanola iz

lignoceluloznih sirovina (Turker, 2014).

Kvasci mogu tolerirati Sirok raspon pH vrijednosti, a rastu i u relativno niskom pH
podrucju gdje vecina bakterija ne moze rasti (TUrker, 2014). Johnson (1998, 2008) je definirao
mikroorganizme Kkoji rastu na pH vrijednostima od 3 i manje jedinica kao ekstremnim
acidofilima. Acidofili imaju vaZznu ulogu u izluZivanju metala, bioremedijaciji, proizvodnji

elektri¢ne energije 1 enzima koji se koriste u prehrambenoj industriji.

Rast na niskim pH vrijednostima iskazuju i ne-Saccharomyces kvasci kojima pripada
kvasac Kluyveromyces marxianus. Ne-Saccharomyces kvasci klasificirani su kao askomicete i
bazidomicete, a razlikuje ih raspon primjene u industrijskim biotehnoloSkim procesima. Dugo
su se smatrali kvascima kvarenja, a danas su nasli svoju primjenu u brojnim biotehnoloskim
procesima kao Sto su proizvodnja hrane 1 etanola, proizvodnja proteina i enzima,
bioremedijacija te kao modelni organizmi za geneticke transformacije (Radecka i sur., 2015;

Johnson, 2013).
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2.2. KVASAC Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus je homotalican kvasac koji pripada podrazredu
hemiaskomiceta (Lane i Morrissey, 2010). Nekonvencionalni je kvasac koji moze u¢inkovito
metabolizirati Sirok raspon ugljikohidrata (Martynova i sur., 2016a). Kluyveromyces marxianus
je perspektivna vrsta kvasca za proizvodnju etanola te je dobar domacdin za ekspresiju
heterolognih proteina (Tavares i sur., 2019). Prema filogenetskim znac¢ajkama srodan je kvascu
Saccharomyces cerevisiae, a sestrinska je vrsta kvascu Kluyveromyces lactis. Glavna
zajednicka znacajka kvasaca K. lactis i K. marxianus je sposobnost asimilacije i
metaboliziranja Secera laktoze kao izvora ugljika. Zbog toga se Cesto izolacija ovih kvasaca

vr$i iz mlijecnih izvora, kao $to su fermentirano mlijeko, jogurt i sirevi.

K. marxianus je bolje prihvac¢en u industriji zato $to posjeduje osobine pozeljne za
primjenu u biotehnologiji (slika 1). To ukljucuje asimilaciju Sirokog spektra supstrata, medu
kojima su i laktoza i inulin; izrazito velika brzina rasta s prosjecnim generacijskim vremenom
od ~70 min; termotolerantnost koja omogucuje rast kvasca na temperaturama do 52 °C te velik

kapacitet sekrecije proteina (Lane i Morrissey, 2010).

Njegova stanicna membrana takoder je vrlo otporna na toksi¢ne spojeve poput
inhibitora fermentacije i moze ih asimilirati kako bi ublazila efekt inhibicije (Demiray i sur.,
2020). Ovaj kvasac je dobio GRAS (eng. Generaly Regarded As Safe) i QPS (eng. Qualified
Presumption of Safety) status, a kao rezultat, njegova biomasa moze se Koristiti kao hrana ili
dodatak hrani (Martynova i sur., 2016b). Takva primjena sa sobom donosi odredena
ograniCenja, ali i uvelike poboljsava potencijal u biotehnoloskom sektoru (Lane i Morrissey,
2010).
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. . .. Maksimalna
. Proizvodnja Fermentacije
Rast na laktozi - Mo temperatura
inulinaza glukoze

rasta
Saccharomyces cerevisiae - - 0.37 + 35°C
X 5°C
Khnyveromycces aestaurii . - n.d. + 35°C
Khuyveromyces nonfermentas _ - n.d. - 42°C
Khuyveromyces wikerhamii . - 0,43 + 37°C
Kluyveromyces lactis + - 0,50 + 37°C
Kiu_werom_l«'ces marxianus + + 0.60 + 52°C
Kluyveromyces dobzhanskii _ - nd. + 35°C

n.d., nije dostupno

Slika 1. Prikaz filogenetskog odnosa kvasaca iz roda Kluyveromyces i kvasca Saccharomyces
cerevisiae (prema Lane i Morrissey, 2010)

2.3. METABOLIZAM KVASCA Kluyveromyces marxianus

K. marxianus je aerobni kvasac kod kojeg je izrazen respiratorno-fermentativni
metabolizam kojemu je glavna znacajka stvaranje etanola u aerobnim uvjetima. Ova pojava
Cesta je kod hemiaskomicetnih kvasaca i pojavljuje se s najve¢om regulacijom u kvascu S.
cerevisiae. Nekoliko regulatornih procesa pridonose u¢inkovitom fermentacijskom kapacitetu
kvasca S. cerevisiae, ponajvise Crabtree efekt, koji je posljedica katabolicke represije ugljikom
(glukozom) gena koji kodiraju respiratorne enzime i slabi Pasterov ucinak, koji opisuje
inhibiciju fermentacijskog metabolizma kisikom. K. lactis i K. marxianus klasificiraju se kao
Crabtree negativni kvasci, §to znaci da se prilikom njihovog uzgoja ne postize maksimalna

ucinkovitost konverzije secera u etanol (Lane i sur., 2011).

2.3.1. Supstrati u metabolizmu

Kvasac K. marxianus moze rasti na glukozi, fruktozi, ksilozi, galaktozi, laktozi, manozi
i inulinu kao jedinim izvorima ugljika prisutnim u hranjivoj podlozi (slika 2, Pentjuss i sur.,
2017; Martynova i sur., 2016b). Uspjesno metabolizira Secere koji se oslobadaju nakon
hidrolize celuloze i hemiceluloze te asimilira razne izvore ugljika, ukljucujuci i arabinozu

(Martynova i sur., 2016a; Matsuzaki i sur., 2012). Zbog fizioloske i metaboli¢ke raznolikosti
4
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unutar vrste K. marxianus, razni sojevi imaju razli¢itu sposobnost metaboliziranja navedenih

ugljikohidrata (Martynova i sur., 2016b).

Glukoza, fruktoza i njihovi polisaharidi su vazna skupina supstrata u industrijskoj
primjeni. Melasa Secerne repe ili Se¢erne trske, Skrob, saharoza i inulin su karakteristi¢ni
primjeri sirovina/supstrata u industriji. Laktoza je glavni ugljikohidrat u sirutki koji sluzi kao
jeftina sirovina za rast mikroorganizama, a dostupna je u velikim koli¢inama (Pentjuss i sur.,
2017). Celuloza je najzastupljeniji obnovljivi resurs na zemlji i njegova uéinkovita pretvorba

u etanol predstavlja izvor za zamjenu fosilnih goriva (Matsuzaki i sur., 2012).

Metabolizam laktoze u kvascu omoguéen je zahvaljujuéi genima LAC12, koji kodira
enzim laktoza permeazu potrebnu za transport laktoze u stanicu i LAC4, koji kodira enzim f-
galaktozidazu zasluznu za hidrolizu laktoze u glukozu i galaktozu. Kvasac K. marxianus moze
hidrolizirati inulin na glukozu i fruktozu zahvaljujuéi aktivnosti ekstracelularne inulinaze.
Ksiloza se u metabolizmu kvasca razgraduje pentoza-fosfatnim putem pomocu ksiloza-
reduktaze, ksilitol-dehidrogenaze i ksiluloza-kinaze. Mutanti kvasca ne mogu metabolizirati
ksilozu (Pentjuss i sur., 2017). Biokonverzija celuloze u etanol sastoji se od tri vazna koraka:
proizvodnje celulaza, hidrolize polisaharida i fermentacije jednostavnih ugljikohidrata. Buduci
da je najskuplji korak u tom postupku proizvodnja enzima, za fermentaciju celuloze u etanol

primjenjuje se kvasac K. marxianus koji izlu¢uje heterologne celulaze (Matsuzaki i sur., 2012).

2.3.2. Produkti metabolizma

Kluyveromyces marxianus moze metabolizirati laktozu, inulin (fruktozu), glukozu i
ksilozu do etanola. Maksimalni teoretski omjer pretvorbe supstrata u etanol za laktozu iznosi

4, za inulin/glukozu 2 te za ksilozu 1,6.

Octena kiselina je jedna od prvih proizvoda industrijski proizvedenih pomocu
mikroorganizama. K. marxianus je potencijalni proizvoda¢ octene kiseline, iako je prinos
octene kiseline za komercijalne svrhe izrazito nizak. Do akumulacije octene kiseline dolazi

tijekom eksponencijalne faze rasta, a smatra se nepozeljnim nusproduktom fermentacije.

Mlijecna kiselina uvelike se koristi u prehrambenoj industriji te se primjenjuje kao

monomer u biorazgradivoj plastici. Proizvodnja mlije¢ne kiseline mikrobnim putem jedna je
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od opcija za dobivanje L-mlije¢ne kiseline u koli¢inama dostatnim za industrijske potrebe. K.
marxianus proucavan je kao potencijalni proizvoda¢ mlijeéne kiseline zbog velike brzine
proizvodnje i GRAS statusa. Kako kvasci ne posjeduju enzim laktat dehidrogenazu, za
uspjesnu proizvodnju mlije¢ne kiseline bilo bi potrebno konstruirati rekombinantni soj koji
eksprimira izvanstani¢nu L-laktat dehidrogenazu te time ima mogucénost konverzije piruvata u

laktat (Pentjuss i sur., 2017; Ishida i sur., 2005).

Glicerol je, uz octenu kiselinu, glavni nusprodukt tijekom proizvodnje etanola pomocu
kvasca. Stvara se kao odgovor na potrebu za ostvarivanje ravnoteze oksidacije citosolnog
koenzima NADH. Naime, kada oksidacija NADH u respiratornom lancu nije moguca (tijekom
uzgoja je prisutno malo kisika), dolazi do nakupljanja reduciranog oblika koenzima i glicerola.
Proizvodnja glicerola pomoc¢u mikroorganizama nema znacajnu upotrebu u industrijskoj
biotehnologiji, ali se smatra jednim od glavnih metabolita koji sluZi kao izvor ugljika i energije

Za stanicu.

Etil acetat je lako hlapljiva, polarna molekula koja se koristi kao organsko otapalo.
Koristi se za proizvodnju kozmetickih pripravaka, elektroni¢kih naprava, a ima i potencijalnu
primjenu u proizvodnji biodizela kao akceptor acilne skupine umjesto metanola. Trenutno se
etil acetat proizvodi u petrokemijskoj industriji, ali se moZe proizvesti i biotehnoloSkim putem
uzgojem kvasaca. K. marxianus se smatra jednim od najucinkovitijih proizvodaca etil acetata
(Pentjuss i sur., 2017).

Trenutno se kvasac K. marxianus u industriji najvise koristi za proizvodnju enzima kao
Sto su inulinaza, f-galaktozidaza i pektinaza. Velika brzina rasta i lakoca rada s kvascem, ¢ine
ga boljim kandidatom za proizvodnju enzima nego $to su to plijesni. Proizvodnja inulinaze je
izrazito zanimljiva buduci da nije zastupljena u velikom broju drugih kvasaca ili plijesni.
Enzim f-galaktozidaza kljucan je za razgradnju laktoze koja se nalazi u otpadu industrije
proizvodnje sira. Sirutka je Stetan nusproizvod koji predstavlja jeftinu sirovinu za proizvodnju
etanola i biomase s pomoc¢u kvasca K. marxianus. Tako dobivena biomasa moze se Koristiti

kao sto¢na hrana ili kao kvas¢ev ekstrakt u prehrambenoj industriji (Lane i Morrissey, 2010).
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Slika 2. Prikaz stanice i pripadajuéih reakcija u metabolizmu kvasca K. marxianus ( prema Zhang i sur., 2020). Kratice: HXT, transportni sustav za
heksoze; HXK, heksokinaza; XR, ksiloza reduktaza, XDH, ksiloza dehidrogenaza; XK, ksiluloza kinaza; PPP, put pentoza fosfata; GLK, glukoza
kinaza; PG, fosfogluko izomeraza; TPI, triozafosfat izomeraza; ZWF1, glukoza-6-fosfat-1 dehidrogenaza; GND1, 6-fosfoglukonat dehidrogenaza;
TCA, ciklus linumske kiseline; ADH, alkohol dehidrogenaza; GPD1, glicerol-3-fosfat dehidrogenaza; GPP1, glicerol-3-fosfataza; FPS1, transportni
sustav za glicerol.
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2.4. PROIZVODNJA BIOETANOLA

Medu svim postupcima za proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina,
simultana saharifikacija i fermentacija (SSF) pokazala se kao najbolja opcija (Tomas-Pejo i
sur., 2009). Bioprocesi u kojima se simultano provodi saharifikacija i fermentacija, u jednom
bioreaktoru, imaju veliki potencijal za industrijsku primjenu jer se izbjegava pojava inhibicije
supstratom (ili drugim sastojcima hidrolizata sirovine). Ovakvim nacinom provedbe
bioprocesa smanjeni su rizici od kontaminacija te je moguce postiéi vise prinose etanola jer se
jednostavni Seceri ne akumuliraju ve¢ izravno fermentiraju (Mclntosh i sur., 2017). Nadalje,
postoje i druge prednosti poput ustede energije smanjenjem troskova hladenja, veci prinosi
saharifikacije, znacajno smanjeni rizik od kontaminacije i moguénost kontinuiranog uklanjanja
etanola (Tomas-Pejé i sur., 2009). Osnovni nedostatak ovog postupka proizvodnje su razli¢iti
optimalni uvjeti za enzimsku hidrolizu supstrata i alkoholnu fermentaciju (Rezi¢ i sur., 2016).
Dok saharifikacija ima optimalnu temperaturu okolo 50 °C, vec¢ina fermentirajucih kvasca ima
optimalnu temperaturu u rasponu od 30 do 37 °C. Stoga bi bilo povoljno Koristiti
termotolerantni mikroorganizam kao $to je Kluyveromyces marxianus, koji moze rasti i
provoditi fermentaciju s dobrim prinosima na temperaturama iznad 40 °C (Tomaés-Pejé i sur.,
2009).

Bioreaktor za proizvodnju etanola najéesce se koristi u Sarznom nacinu rada ili $arznom
s pritokom supstrata. Sarzni ugoj s pritokom supstrata provodi se tako da se supstrat dodaje
povremeno tijekom fermentacije i jedna je od metoda koja se najvise koristi u industriji. Prema
podacima iz literature, najbolje je provoditi Sarzni uzgoj s pritokom supstrata jer je tada
ucinkovitost proizvodnje etanola, u smislu koncentracije etanola i prinosa proizvoda, najveca.
PoboljSana ucinkovitost proizvodnje etanola postize se kontroliranjem razli¢itih parametara
tijekom uzgoja, medu kojima su najvazniji temperatura, pH 1 koncentracija supstrata
(Hadiyanto i sur., 2014). Uz to, pokazalo se da je Sarzni uzgoj s pritokom supstrata najbolja
opcija i kada se etanol proizvodi iz razlicitih sirovina kao $to su kukuruzni ostaci, slatki sirak,
smreka i ostatak dobiven nakon recikliranja papira. Frakcija ostataka netopljivih u vodi i cijela
kasa dobivena nakon predobrade koriste se kao supstrat za SSF postupak (Tomas-Pejo i sur.,
2009).
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2.4.1. Bioetanol kao biogorivo

Neobnovljiva goriva glavni su izvor transporta i energetskog sektora. Koriste se u
iznosu od 60 % svjetske potroSnje prilikom cega dolazi do znatne emisije ugljikovog
monoksida (CO) i ugljikovog dioksida (CO.) (Demiray i sur., 2020). Bioetanol kao biogorivo
je obnovljiv i ekoloski neskodljiv te se zbog toga smatra obecavajucom alternativom za naftna
goriva (Yuan i sur., 2008). Bioetanol proizveden fermentacijom sirovina na bazi Secera, poput
kukuruza, pSenice ili Se¢erne repe, poznat je kao prva generacija bioetanola, dok je bioetanol
proizveden hidrolizom lignoceluloze u biljnoj biomasi poznat kao druga generacija bioetanola
(Demiray i sur., 2020). Trenutno, najkoristenije Sirovine za proizvodnju etanola su Zitarice
poput kukuruza i psenice $to je nepovoljno zbog njihove bitne uloge u prehrani stanovnistva,
kao i nemogucénosti uzgoja dovoljne koli¢ine zbog smanjivanja obradive povrsine uslijed brze

industrijalizacije

Lignoceluloza je jedna od slabo iskoristenih sirovina na Zemlji, a njena niska cijena i
dostupnost ¢ine je privlaénom sirovinom za proizvodnju obnovljive energije. Zadnjih godina
je sve vise istrazivanja usmjereno na proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina zbog
visoke cijene nafte. Najveci problemi koji se moraju prevladati prilikom takve proizvodnje su:
predobrada sirovine, proizvodnja enzima (celulaza) te hidroliza i fermentacija Secera (Yuan i

sur., 2008).

lako je kvasac Saccharomyces cerevisiae jo§ uvijek glavna vrsta za proizvodnju
bioetanola, istrazivanja su usmjerena na razlicite mikroorganizme koji proizvode bioetanol. Po
svim, do sada navedenim znacajkama, K. marxianus je povoljan kandidat za proizvodnju

bioetanola (Demiray i sur., 2020).

2.5. TERMOTOLERANTNOST

Optimalna temperatura rasta za ve¢inu kvasaca, krece se izmedu 25 1 35 °C §to kvasce
svrstava u mezofilne mikroorganizme (Techaparin i sur., 2017; Tlrker, 2014). Prema Boyleu i
sur. (1997), K. marxianus moze rasti na temperaturama izmedu 45 — 52 °C i proizvoditi etanol
na temperaturama izmedu 45 — 50 °C. Prednosti proizvodnje etanola pri viSim temperaturama
u industrijskom mjerilu ukljuc¢uju smanjeni rizik od kontaminacije i olakSan postupak hladenja

kako bi se temperatura zadrzala izmedu 25 — 35 °C.
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Termotolerancija kvasca K. marxianus zanimljiva je osobina koja se istrazuje u
proizvodnji etanola, jer je uklanjanje proizvoda lakSe na viSim temperaturama. U tom slucaju,
osim §to moze pojednostaviti proces izolacije i pro¢iS¢avanja proizvoda, problem s inhibicijom
proizvoda mogao bi se smanjiti smanjenjem koncentracije alkohola u podlozi (Tavares i sur.,
2019). Hong i sur. (2007) uzgajali su kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na
razli¢itim temperaturama pri ¢emu je uocen rast i proizvodnja etanola na temperaturi od 45 °C
(Yanase i sur., 2010). Iako kvasci mogu rasti na poviSenim temperaturama, iznad 40 °C,

optimalna temperatura za proizvodnju etanola krece se oko 30 °C (Techaparin i sur., 2017).

2.6. MEHANIZAM PREZIVLJAVANJA NA NISKIM pH VRIJEDNOSTIMA

Kako bi prezivjeli kisele uvjete, acidofili su razvili poseban mehanizam odrzavanja
unutarstanicne pH vrijednosti neutralnom S$to znaci da se na stani¢noj membrani stvara
gradijent pH vrijednosti od nekoliko jedinica. Nastali gradijent moze se, teoretski, koristiti za
proizvodnju velikog broja molekula ATP, no nekontrolirani unos protona u citoplazmu
poremetio bi normalnu funkciju proteina i nukleinskih kiselina zbog prebrzog zakiseljavanja
citoplazme sto bi u konacnici dovelo do staniéne smrti. Kako bi se sprijecili poremecaji
intracelularnih procesa kao Sto su transkripcija, translacija i aktivnost enzima, mora postojati
mehanizam kojim se odrzava ravnoteZa transporta protona. Kod acidofila se pretpostavlja
postojanje mehanizma koji ukljucuje stani¢nu membranu nepropusnu za protone, reverzni

membranski potencijal i puferski kapacitet citoplazme (slika 3; Baker-Austin i Dopson, 2007).
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Slika 3. Procesi ukljuceni u odrzavanje pH homeostaze kod acidofila (Baker-Austin i Dopson,
2007)
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Slabe organske kiseline inhibiraju rast i metabolizam stanica, ¢ine¢i tako biokonverziju
manje ucinkovitom. Glavni mehanizam toksi¢nosti slabih kiselina temelji se na
unutarstani¢nom zakiseljavanju i nakupljanju aniona. Kad je srednja vrijednost pH niza nego
pKa dane kiseline, nastajanje molekula nedisocirane kiseline u prednosti je nad disocijacijom
kiseline na anione i protone. Nenabijene molekule kiseline mogu prolaziti kroz plazmu
membrane lakse od ionskih oblika istih kiselina. Kako je pH citosola visi od vrijednosti pKa
vecine karboksilnih kiselina, molekule koje su usle u stanicu disociraju na ione. Ti su ioni tada
zarobljeni u stanicama zbog svog naboja. Disocijacija molekula kiseline pomice gradijent
koncentracije nedisocirane kiseline, $to dodatno olaksava unos molekula kiseline. Kao rezultat
dolazi do zakiseljavanja citosola i povecanja koncentracije aniona kiseline sto dovodi do
inhibicije razli¢itih metabolickih procesa. pKa octene kiseline i njenih soli je 4,76. Takve
vrijednosti pH mogu se pojaviti u biotehnoloskim procesima u kojima se stanice kvasca izlazu

riziku stresa uzrokovanog slabim kiselinama zbog prekomjernog unosa acetata.

Svako nakupljanje acetata i drugih organskih kiselina moze takoder biti rezultat drugih
metabolic¢kih procesa. U kvascima, octena kiselina se sintetizira iz acetaldehida djelovanjem
enzima piruvat dehidrogenaze (PDH). Crabtree negativni mikroorganizmi (ukljucujuéi K.
marxianus) proizvode acetat kao rezultat nepotpune oksidacije supstrata. Kako kvasci dijele
zajednicki srediSnji metabolizam ugljika, upotrjebljene su dosadasnje spoznaje na podrucju
metabolizma filogenetski bliskih kvasaca, K. lactis i S. cerevisiae, za izgradnju metabolicke
mreze kvasca K. marxianus (slika 4). Zbog povecéane aktivnosti enzima PDH tijekom limitacije
kisikom, o¢ekuje se nezeljeno nakupljanje acetata, npr. tijekom proizvodnje etanola ili pri
visokim koncentracijama biomase, gdje je teSko opskrbiti i distribuirati dovoljno kisika za sve
stanice u bioreaktoru. U skladu s navedenim, tijekom fermentacije uz niski stupanj aeracije s
K. marxianus dolazi do nakupljanja acetata Sto se podudara sa smanjenom stopom rasta i
proizvodnje etanola. Do sada provedena istrazivanja na kvascu K. marxianus bila su
usredotocena na njegovu primjenu u biotehnoloskim procesima, dok se manje paznje pridavalo
istrazivanju fiziologije. Zapravo se vrlo malo zna o njegovim reakcijama na stres i

mehanizmima prilagodbe induciranim octenom kiselinom (Martynova i sur., 2016a).
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Slika 4. Shematski prikaz metabolizma acetata i laktata u kvascu K. marxianus (prema
Martynova i sur., 2016a). Kratice: B-Gal, beta-galaktozidaza; PDH, piruvat dehidrogenaza;
ADH, alkohol dehidrogenaza; AIdDH, aldehid dehidorgenaza; ACS, acetil-CoA sintetaza

2.7. GENETICKE MODIFIKACIJE KVASCA Kluyveromyces marxianus

Proizvodnja i razgradnja etanola, u skoro svim organizmima, rezultat je aktivnosti
enzima alkohol dehidrogenaze. U kvascu Saccharomyces cerevisiae identificirano je sedam
gena koji kodiraju enzim alkohol dehidrogenazu (SCADH1-7) pri ¢emu svaki od njih ima
razli¢itu ulogu u proizvodnji etanola. U kvascu Kluyveromyces lactis identificirana su Cetiri
gena koji kodiraju enzim alkohol dehidrogenazu (KIAdh1-4) pri ¢emu su dva enzima citosolna,

a dva mitohondrijska (Lertwattanasakul i sur., 2007).

K. marxianus se trenutno istrazuje kao alternativa kvascu Saccharomyces cerevisiae u
proizvodnji etanola budu¢i da je jednostavan domacin za genetsku modifikaciju
(Lertwattanasakul i sur., 2007; Matsuzaki i sur., 2012). Prinosi etanola koje daje vecina sojeva

kvasca K. marxianus su nizi od 60 g L kada je koncentracija glukoze 150 g L prilikom

12
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Sarznog uzgoja na 40 °C. Stoga je neophodno konstruirati soj kvasca K. marxianus koji moze
proizvesti veliku koli¢inu etanola za uspjesnu implementaciju u industrijskoj proizvodnji (Pang
i sur., 2010). Kako bi se to postiglo, nuzno je bolje poznavanje fiziologije enzima alkohol
dehidrogenaza koje bi takoder doprinijelo boljem razumijevanju cjelokupnog metabolizma
kvasca (Lertwattanasakul i sur., 2007). Uz to, K. marxianus sadrzi gene koji kodiraju enzime
potrebne za metabolizam ksiloze. Medutim, sojevi K. marxianus ne mogu pretvoriti ksilozu u
etanol. Stoga je insercija gena koji kodiraju enzime za konverziju ksiloze u etanol nuzna kako

bi se kvasac mogao Kkoristiti u industrijskoj proizvodnji bioetanola (Goshima i sur., 2013).

lako je kvasac K. marxianus dobar proizvoda¢ enzima, mnoga istrazivanja usmjerena

su na konstrukciju rekombinantnih sojeva koji proizvode dodatne enzime u znacajnijim

Morrissey, 2010).

13
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERNALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam u ovom radu koristen je kvasac Kluyveromyces marxianus
NBRC 1777 iz zbirke organizama NBRC Culture Collection (NBRC, Japan), a izoliran je iz

tla u Japanu.

3.1.2. Kemikalije

Popis, ¢istoc¢a i podrijetlo kemikalija koje su koriStene u radu nalazi se u tablici 1.

Tablica 1. Cistoé¢a i podrijetlo kemikalija za pripremu hranjivih podloga i otopina

Kemikalija Cistoéa Proizvodac
pepton za upotrebu u biotehnologiji Merk, Njemacka
kvascev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Merk, Njemacka
agar za upotrebu u biotehnologiji Liofilchem, Italija
glukoza monohidrat 99+ % Sigma-Aldrich, SAD
cinkov sulfat 7-hidrat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
sumporna kislina za UPLC, 96 % Merk, Njemacka

3.1.3. Hranjive podloge

Cista kultura kvasca K. marxianus NBRC 1777 odrzavana je na &vrstim YPD hranjivim
podlogama u Petrijevim zdjelicama. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma i za provedene

uzgoje bila je YPD tekuca podloga. Sastav koristenih podloga prikazan je u tablici 2.
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Tablica 2. Sastav tekuce i ¢vrste YPD podloge

Komponenta podloge Tekuéa YPD podloga Cvrsta YPD podloga
glukoza (g L) 20 20
kvascev ekstrakt (g LL) 10 10
pepton (g L) 20 20
agar (g L) - 20

3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Bioreaktor s mijesalom

Uzgoj se provodio u bioreaktoru s mjesalom (B. Braun Biotech International, Berlin,
Njemacka) korisnog volumena 2 L (slika 5). Bioreaktor je opremljen pH elektrodom te
pripadaju¢im sustavom za regulaciju pH, sustavom za izuzimanje uzoraka, temperaturnom
sondom te sustavom za prepumpavanje podloge i inokulaciju. Grijanje i hladenje podloge u
reaktoru provodi se cirkuliranjem vode kroz plast. Sterilizacija se provodi u autoklavu pri 120

°C i tijekom 20 min.

Slika 5. Bioreaktor s mjesalom (B. Braun Biotech International, Berlin, Njemacka) (vlastita

fotografija)

15



Eksperimentalni dio

3.1.4.2. Spektrofotometar

Za odredivanje opticke gustoce (4 = 600 nm) uzoraka izuzetih tijekom uzgoja koristen
je spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Optic¢ka
gustoca uzoraka odredena je u staklenim kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH,

Jena, Njemacka).

3.1.4.3. Uredaj za tekucéinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti, (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity 11, Santa Clara, SAD), sastoji se od pumpe (G7104A 1290 Flexible
Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nice, analiticke kolone (Rezex ROA-
Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150%7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama,
detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za kromatografiju
(OpenLAB CDS). Kao mobilna faza koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline.
VVolumen analiziranog uzorka iznosio je 10 pL, a protok mobilne faze (0,0025 M H2S0O4) 0,6

mL mint.

3.1.4.4. Brojac stanica

Za odredivanje ukupnog broja stanica te udjela zivih 1 mrtvih stanica u uzorcima
izuzetim tijekom uzgoja koriSten je automatski broja¢ stanica CellDrop FL (DeNovix,
Wilmington, SAD). Za odredivanje broja stanica kvasca bilo je potrebno uzorak pomijesati s
bojom Trypan Blue CD-0.25 (DeNovix, Wilmington, SAD). Volumen analiziranog uzorka
iznosio je 10 uL.

3.1.4.5. Ostala oprema

tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)
- autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija)

- suSionik Instrumetaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

- magnetna mjesalica Cimarec iTM Poly15 (Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD)
16
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- oprema za filtraciju otopina [najlonski filter (0,20 um, 47 mm; Sartorius Stedim Biotech
GMBH, Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD)

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

- termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

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

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Cvrste hranjive podloge pripremljene su tako §to se u odreden volumen
demineralizirane vode dodala izraunata i odvagana masa glukoze (20 g L™!; Sigma-Aldrich,
SAD), peptona (20 g LY; Merk, Njemacka), kvaséevog ekstrakta (10 g L™1; Merk, Njemacka) i
agara (20 g L*; Liofilchem, Italija). Hranjiva podloga se zatim sterilizirala u autoklavu (121
°C/20 minuta) i izlijevala u Petrijeve zdjelice u sterilnim uvjetima. Na ohladenu hranjivu
podlogu nacijepljene su kulture kvasca pomoc¢u mikrobioloske usSice.

Podloge za uzgoj inokuluma za propagaciju pripremljene su tako da se u odreden
volumen demineralizirane vode dodala izra¢unata i odvagana masa glukoze (20 g L™; Sigma-
Aldrich, SAD), peptona (20 g L; Merk, Njemacka) i kvaséevog ekstrakta (10 g LY; Merk,
Njemacka). Po 10 mL podloge prebaceno je u epruvete i sterilizirano u autoklavu (121° C/20
min).

Za uzgoj inokuluma koristena je YPD podloga. Podloga se priprema tako da se u 250
mL demineralizirane vode doda izra¢unata masa glukoze (20 g L; Sigma-Aldrich, SAD),
peptona (20 g L; Merk, Njemacka) i kvaséevog ekstrakta (10 g L Merk, Njemacka).
Pripremljene podloge steriliziraju se u autoklavu (121 °C/20 min) i sluze za uzgoj inokuluma
za uzgoje u ve¢em mjerilu. Inokulum se uzgaja preko noci na tresilici pri temperaturi od 25 °C.

Za uzgoj kvasca koristena je YPD podloga. Podloga se pripremila tako da se u 1500
mL demineralizirane vode dodala izra¢unata masa glukoze (20 g L; Sigma-Aldrich, SAD),
peptona (20 g L% Merk, Njemacka) i kvascevog ekstrakta (10 g LY; Merk, Njemacka). Tako
pripremljena podloga sterilizirala se u autoklavu (121 °C/20 min) i nakon toga pumpom

prebacila u bioreaktor.
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3.2.2. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777

Tekuc¢a YPD podloga (V = 1500 mL; pripremljena kao $to je opisano u poglavlju 3.2.1)
u bioreaktoru inokulirana je s 5 % (vol/vol) inokuluma uzgojenog preko no¢i kada se provodio
uzgoj u svrhu odredivanja optimalne pH vrijednosti za rast i proizvodnju etanola pomocu
kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777. Uzgoj je proveden u anaerobnim uvjetima pri
razli¢itim pH vrijednostima (5, 4, 3 i 2 jedinice). Prilikom provedbe uzgoja Cija je svrha bila
odrediti optimalnu koncentraciju inokuluma za rast i proizvodnju etanola pomoc¢u kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, priprema podloge provodila se na isti na¢in kao §to je
to prethodno opisano, a pH vrijednost podloge iznosila je 5 jedinica. Inokulacija se vrsila s 2,5

i 10 % (vol/vol) inokuluma uzgojenog preko noci.

Uzorci za analizu uzimani su u redovitim vremenskim intervalima. U izuzetim
uzorcima odredivana je opticka gustoca pri 600 nm (poglavlje 3.3.1.), koncentracija biomase
kvasca (poglavlje 3.3.2.), koncentracija supstrata i produkata fermentacije UPLC analizom
(poglavlje 3.3.3.) te udio Zivih i mrtvih stanica (poglavlje 3.3.4.). Iz odredenih vrijednosti

izraCunati su neki parametri bioprocesa (poglavlje 3.4.).

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje opticke gustoce uzoraka

Opticka gustoca uzoraka odredivana je pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra Cary 100
UV-Vis (Agillent Technologies, USA) pri valnoj duljini od 600 nm (ODeoo). Mjerena je opti¢ka

gustoca originalnog uzorka i prvog decimalnog razrjedenja.

3.3.2. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kvasca

Nakon izuzimanja uzorka, 10 mL preneseno je u prethodno izvaganu plasti¢nu kivetu
te je zatim centrifugirano 10 minuta pri 6000 okretaja min (centrifuga SL 8R ThermoScientic;
Waltham, Massachusetts, SAD). Nakon centrifugiranja supernatant je izdvojen, a talog je
stavljen na suSenje pri 50 °C do konstantne mase. Nakon toga kivete su ohladene u eksikatoru
te im je izvagana masa. Koncentracije biomase kvasca, x (g L™), odredena je prema sljedeéoj

ovisnosti:
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mKkb—mk

Yx [g L7'] [3-1]

gdje je
Mkp - Masa kivete s biomasom [g]
mk - masa prazne kivete [g]

Vuz - volumen uzorka [L]

3.3.3. Odredivanje koncentracije supstrata 1 produkata fermentacije UPLC metodom

Koncentracije supstrata (glukoza) i produkata fermentacije (etanol, glicerol, octena
kiselina) odredivane su tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (UPLC;
poglavlje 3.1.4.2.). Uzorci za UPLC analizu pripremljeni su kako je opisano u poglavlju
3.3.3.1. Dobiveni kromatogrami obradeni su pomocu ra¢unalnog programa OpenLAB CDS, a
nepoznate koncentracije detektiranih spojeva u uzorcima odredene su prema jednadzbama

bazdarnih dijagrama (tablica 3).

Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekué¢inskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Retencijsko vrijeme,

Spoj ) Jednadzba baZzdarnog pravca R2(-)
tr (Min)

Etanol 11,1000 + 0,0000 A = 361299,75 yetanol + 27468.6  1,0000
Glicerol 7,0067 + 0,0007 A = 120817 yaiicerol — 3671,6 0,9997
Glukoza 4,7000 + 0,0000 A = 132342 yciukoza + 1503,7 0,9999

Octena kiselina 7,7924 + 00,0045 A =8664,6 yoctena kiselina — 67,234 0,9992
A= povrsina

3.3.3.1. Priprema uzoraka za UPLC analizu

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (poglavlje 3.3.2.) koriSten je za pripremu
uzoraka za UPLC analizu. Po 750 L supernatanta uzorka dodano je u 750 uL otopine cinkovog
sulfata heptahidrata koncentracije 100 g L. Dobivena otopina zatim se intenzivno izmijesala
20 sekundi i ostavila na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Nakon toga uzorci su centrifugirani
10 minuta na 10 000 o min. Centrifugiranjem su istaloZeni proteini i negistoée. Uzorci su
zatim profiltrirani kroz filter s porama veli¢ine 0,20 um. Tako pripremljeni uzorci koriSteni su

za UPLC analizu.
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3.3.4. Odredivanje udjela zivih 1 mrtvih stanica

Ukupan broj stanica te udio zivih i mrtvih stanica odreden je pomoc¢u automatskog
brojaca stanica (poglavlje 3.1.4.3.). Uzorci za analizu pripremljeni su kako je opisano u

poglavlju 3.3.4.1.

3.3.4.1. Priprema uzoraka za odredivanje broja stanica

Iz uzorka izuzetog tijekom uzgoja pripravljeno je prvo decimalno razrjedenje tako da
se 1 mL uzorka prebacio u 9 mL sterilne vode. Dobiveni uzorak se zatim intenzivno izmije$ao
te se pripravilo drugo decimalno razrjedenje tako da se 500 uL uzorka pomijesalo s 500 uL
destilirane vode. Tako dobiveni uzorak intenzivno se izmijesao te se 5 4L uzorka pomijesalo s
5 uL boje Trypan blue. Cijeli volumen pripremljenog uzorka prebacio se automatskom pipetom

u za to predviden prostor u uredaju za odredivanje broja stanica.

3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

3.4.1. Prinos biomase (Yx)
Yy =X-X) [gL7] [3-2]

Xo - pocetna koncentracija biomase [g L]

X - konac¢na koncentracija biomase [g L™

3.4.2. Prinos produkta (Yp)
Yp=P-Py [gL7] [3-3]

Po - poetna koncentracija produkta [g L™]

P - kona¢na koncentracija produkta[g L™]
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3.4.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yx/s)

= (X-XO)=¥=§ _1 -
YX/ = oos as as 887 [3-4]

So, Xo - poéetne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],
S, X - konaéne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],

(Marié i Santek, 2009).

3.4.4. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Yess)

_ (PP _AP_Yp ]
Yo/ = o a5 as 8871 [3-5]

So, Po - podetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
S, P - konac¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],

(Mari¢ i Santek, 2009).

3.4.5. Brzina potroSnje supstrata (Igic)
Ln(S)=rs-t+b [3-6]

3.4.6. Brzina nastajanja produkta (rp)
Ln (P)=r,-t+b [3-7]

gdje P moze bit etanol (EtOH) ili glicerol

3.4.7. Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase (Jm)
Ln(X)=p, t+b [3-8]

3.4.8. Produktivnost (Pr)
Yx ili Yp
ty

Pr= [gL™!t A1 [3-9]

Yx - prinos biomase [g L]
Ye- prinos produkta [g L]
tu- ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja utjecaj koli¢ine inokuluma na
potro$nju supstrata, rast biomase i prinose produkata, kao i odredivanje optimalne pH
vrijednosti narast i prinose produkata tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777. Uzgoji
su provedeni u bioreaktoru s mijeSalom u standardnoj YPD (eng. yeast extract, peptone,
dextrose) podlozi u kojoj je kao glavni izvor ugljika kori$tena glukoza u koncentraciji od 20 g
L. Kako bi se odredio utjecaj samo jednog parametra bioprocesa, ostali parametri odrzavali
su se konstantnima. Pracenje procesnih parametara prikazano je graficki (prilog 7.4). U
prethodnim istrazivanjima utvrdena je optimalna temperatura T = 30 °C za uzgoj ovog kvasca,
stoga je ona koriStena prilikom svih uzgoja. Za poticanje fermentativnhog metabolizma i
odredivanje prinosa produkata odrzavani su anaerobni uvjeti. Mogucnost rasta kvasca na
niskim pH vrijednostima utvrdivana je kako bi se kvasac mogao uzgajati na hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina u kojima je proveden kiselinski predtretman.

Rezultati provedenih istrazivanja podijeljeni su u sljede¢a poglavlja s pripadaju¢im
potpoglavljima:

4.1. UTJECAJ KOLICINE INOKULUMA NA POTROSNJU SUPSTRATA, RAST
BIOMASE | PRINOSE PRODUKATA TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC
1777

4.1.1.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 2,5 % inokuluma
4.1.2.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 5 % inokuluma
4.1.3.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 10 % inokuluma
4.2. UTJECAJ PH VRIJEDNOSTI PODLOGE NA POTROSNJU SUPSTRATA, RAST
BIOMASE | PRINOSE PRODUKATA TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC
1777

4.2.1. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 5 jedinica

4.2.2. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 4 jedinice

4.2.3. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 3 jedinice

4.2.4 Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 2 jedinice
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4.1. UTJECA] KOLICINE INOKULUMA NA POTROSNJU SUPSTRATA, RAST
BIOMASE | PRINOSE PRODUKATA TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC
177

Koncentracija inokuluma uvelike utje¢e na brzinu fermentacije kao i na proizvodnju
produkata metabolizma te razlicitih enzima. Istrazivanja su pokazala kako veéa koncentracija
inokuluma rezultira ve¢im brzinama fermentacije kojima se dobivaju veci prinosi etanola i
glicerola. Takoder, pri niskim koncentracijama inokuluma proizvodi se manje biomase §to
povecava rizik od kontaminacije, dok se pri visokim koncentracijama inokuluma proizvodi
previse biomase ¢ime se reduciraju nutrijenti potrebni za proizvodnju produkata metabolizma
(Karim i sur., 2020; Carrau i sur., 2010).

4.1.1.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 2,5 % inokuluma

Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveden je u bioreaktoru s
mijesalom u YPD podlozi pri temperaturi od 30 °C, pH vrijednosti od 5 jedinica i anaerobnim
uvjetima. Tijekom uzgoja pra¢ena je promjena opticke gustoce podloge pri 600 nm (ODsoo,
vidi prilog 7.2.), koncentracija suhe tvari biomase (poglavlje 3.3.2.), koncentracije glukoze i
produkata fermentacije (etanola, glicerola i octene kiseline) (poglavlje 3.3.3.). Slika 6 prikazuje

promjenu koncentracije glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom navedenog uzgoja

kvasca.
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Slika 6. Promjena koncentracije glukoze (), biomase (*), etanola (A) i glicerola (®) tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom

inokuluma od 2,5 % (vol/vol)
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Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom
inokuluma od 2,5 %, moze se uociti da vrijeme trajanja faze prilagodbe tiag = 1 h, dok je vrijeme
trajanja eksponencijalne faze oko 6 h (slika 6). Maksimalna brzina rasta pritom iznosi gmaks =
0,43 ht. Bioproces proizvodnje etanola s pomo¢u ovog kvasca praéen je tijekom 24 h, unutar
kojih je kvasac proizveo 8,28 g L etanola $to je ujedno najveéi postignuti prinos u odnosu na
preostala dva uzgoja s ve¢im koncentracijama inokuluma. Koeficijent konverzije glukoze u
etanol iznosi 0,47 g g%, a produktivnost 1,10 geron L™ ht (tablica 4). Koeficijent konverzije
glukoze u glicerol (Yglicerol/glukoza = 0,03 g g2), prinos (Ygiicerot = 0,7 g L) i produktivnost
glicerola (Prgiicerot = 0,09 g L™ h'; slika 6, tablica 4) najnizi su prilikom uzgoja s koncentracijom
biomase od 2,5 % (tablica 4).

Rocha i sur. (2011) proveli su uzgoj kvasca K. marxianus u svrhu proizvodnje etanola.
Prilikom tog uzgoja koristili su koncentraciju inokuluma od 2 % (vol/vol). Najveca dobivena
koncentracija etanola iznosila je 6,37 g L™, a koeficijent konverzije glukoze u etanol iznosio je
0,27 g g. Kvasac K. marxiaunus NBRC 1777 proizveo je oko 40 % vise etanola i ¢ak 70%
vecu koeficijent konverzije glukoze u etanol od K. marxianus soja koristenog u radu Rocha i

sur. (2011).
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4.1.2.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 5 % inokuluma

Proveden je i uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s
koncentracijom inokuluma od 5 % u istim uvjetima (T=30 °C, pH vrijednost od 5 jedinica,
anaerobno). Kao i prilikom prethodnog uzgoja, pratena je promjena glukoze, biomase i
produkata fermentacije (etanola i glicerola). Iz dobivenih rezultata izraunati su osnovni

biokineti¢ki parametri (tablica 4).
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Yglukozal Yetanol (g L_l)
Yx» Yglicerol (gLY)

10 15 20 25
t(h)

Slika 7. Promjena koncentracije glukoze (), biomase (*), etanola (A) i glicerola (@) tijekom

uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom

inokuluma od 5 % (vol/vol)

Prilikom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom
inokuluma od 5 %, utvrdeno je vrijeme trajanja faze prilagodbe oko 1 h, dok je vrijeme trajanja
eksponencijalne faze oko 5 h (slika 7). Maksimalna brzina rasta pritom iznosi zmaks = 0,31 h.
Vrijeme trajanja bioprocesa iznosilo je 24 h, tijekom kojih je kvasac proizveo 7,80 g L etanola
s koeficijentom konverzije glukoze u etanol od 0,46 g g te produktivnosti od 1,30 geton L h°
! (tablica 4). Osim etanola, zbiljeZena je i proizvodnja glicerola tijekom navedenog uzgoja
prilikom Cega je postignuta najveéa vrijednost koeficijenta konverzije glukoze u glicerol
Ygiicerol/glukoza = 0,15 g g. Udio Zivih stanica u ukupnom broju stanica pokazuje kako je ova

koncentracija inokuluma optimalna vrijednost za uzgoj (prilog 7.3.).
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Wu i sur. (2016) proveli su istrazivanje utjecaja koncentracije inokuluma na
proizvodnju produkata metabolizma pomocu kvasca K. marxianus K21. Proveden je uzgoj s 5
% inokuluma pri ¢emu je uo¢ena najveéa produktivnost proizvodnje etanola (Pr=2,13g Lt h-

1) te maksimalni prinos etanola od 44,06 g L.

4.1.3.Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 10 % inokuluma

Za usporedbu utjecaja koncentracije inokuluma na potro$nju supstrata, rast biomase i
prinose produkata, proveden je i uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD
podlozi s koncentracijom inokuluma od 10 % s istim uvjetima kao u prethodno provedenim
uzgojima (T=30 °C, pH vrijednost od 5 jedinica, anaerobno). Grafi¢ki prikaz promjene
koncentracije glukoze, biomase i produkata fermentacije (etanola i glicerola) dan je na slici 8.

1z dobivenih rezultata izraunati su osnovni biokineticki parametri (tablica 4).

N
Vs Yglicerol (g L_l)

Yglukozav Yetanol (g L_l)

t ()

Slika 8. Promjena koncentracije glukoze ("), biomase (*), etanola (A) i glicerola (@) tijekom

uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom
inokuluma od 10 % (vol/vol)
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Rezultati i rasprava

Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s koncentracijom
inokuluma od 10 %, moze se uociti kako kvasac nema fazu prilagodbe, a vrijeme trajanja
eksponencijalne faze iznosi oko 4 h (slika 8). Maksimalna brzina rasta pritom iznosi timaks =
0,24 h'l, §to je najniza zabiljezena brzina rasta u odnosu na prethodna dva uzgoja. Pove¢anjem
koncentracije inokuluma zabiljezen je pad prinosa etanola, koji prilikom ovog uzgoja ima
najnizu vrijednost od 7,54 g L. Za razliku od etanola, ovaj uzgoj dao je najveéi prinos glicerola
koji iznosi 0,98 g L. Tijekom ovog uzgoja postignute su najveée vrijednosti produktivnosti
proizvodnje biomase i produkata metabolizma, Prx = 0,67 g L™ h™ Preanol = 1,51 g L h?t
Prgiicerol = 0,20 g L™t h! (tablica 4).

lanieva i Podgorsky (2014) provele su istrazivanje utjecaja koncentracije inokuluma na
metaboliziranje laktoze i proizvodnju etanola. Prilikom uzgoja soja K. marxianus s po¢etnom
koncentracijom inokuluma od 10 %, za razliku od ovog uzgoja, zabiljeZzeno je povecanje
proizvodnje etanola od 73,5 %. Sli¢ne rezultate dobili su i Gupte i Nair (2010) kada su uzgajali
kvasac K. marxianus na sirutki s ciljem proizvodnje etanola. ZabiljeZena je najveca
koncentracija proizvedenog etanola u iznosu od 18 g L kada je koncentracija inokuluma

iznosila 10 %.
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Rezultati i rasprava

Tablica 4. Utjecaj koli¢ine inokuluma na potro$nju supstrata, rast biomase i prinose produkata
tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri 30 °C, u
anaerobnim uvjetima pri pH vrijednosti od 5 jedinica

Udio inokuluma (%, Y°'/vol)

parametar

2,5 5 10

tiag [h] 1 1 0

teksp [h] 6 5 4
VXonaks [gL™Y] 4,03 3,63 3,34
Yetanol, gy [g LY 8,28 7,80 7,54
Yolicerol s [9 L] 0,7 0,84 0,98
Yetanoligiukoza [0 9] 0,47 0,46 0,49
Pretanol [gL*h'] 1,10 1,30 1,51
Y x/glukoza [gg™ 0,13 0,15 0,14
Prx [gLth'] 0,39 0,43 0,67
Yglicerol/glukoza [0gh 0,03 0,05 0,06
Prgicerol [gL*hY] 0,09 0,14 0,20
[maks [h™] 0,43 0,33 0,23
glukoza [h™] 0,13 0,22 0,26
Fetanol [h™] 0,45 0,40 0,49
gliceorol [h™] 0,33 0,35 0,35
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Rezultati i rasprava

4.2. UTJECAJ pH VRIJEDNOSTI PODLOGE NA POTROSNJU SUPSTRATA, RAST
BIOMASE | PRINOSE PRODUKATA TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC
177

4.2.1. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 5 jedinica

Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveden je u YPD podlozi koja
je sadrzavala glukozu (20 g L), pepton (20 g L™?) i kvasdev ekstrakt (10 g LY). Uzgoj je
proveden u bioreaktoru s mijeSalom u anaerobnim uvjetima pri temperaturi od 30 °C i
razli¢itim pH vrijednostima. Tijekom uzgoja pracena je promjena opticke gustoce podloge pri
600 nm (ODeoo, vidi prilog 7.2.), koncentracija suhe tvari biomase (poglavlje 3.3.2.),
koncentracije glukoze i produkata fermentacije (etanola, glicerola i octene kiseline) (poglavlje
3.3.3).

Slika 9 prikazuje promjenu koncentracije glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru s mijeSalom s YPD
podlogom pri pH vrijednosti od 5 jedinica u anaerobnim uvjetima. Regulacija pH vrijednosti
tijekom uzgoja provodila se koristenjem 2 M otopine sumporne kiseline (H2SOa) i natrijevog
hidroksida (NaOH).

4 - 18
35 - 16
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¥ 2,5 a
2 10 3
3 2 5
= A [8 £
g 15 =
E 6 X
G,
1
e o [4
05 2
0 -0
0 5 10 15 20 25
t(h)

Slika 9. Promjena koncentracije glukoze (*), biomase (*), etanola (A) i glicerola (®) tijekom

uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH vrijednosti od 5

jedinica u anaerobnim uvjetima
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Rezultati i rasprava

Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH vrijednosti od
5 jedinica, moZe se uociti da kvasac ima relativno kratku fazu prilagodbe tiag = 1 h, dok je
vrijeme trajanja eksponencijalne faze oko 4 h (slika 9). Specifi¢na brzina rasta pritom iznosi
Limaks = 0,31 h'L. Bioproces proizvodnje etanola s pomoéu ovog kvasca pracen je tijekom 24 h,
unutar kojih je kvasac proizveo 7,8 g L™ etanola uz koeficijent konverzije glukoze u etanol od
0,47 g g* te produktivnost od 1,3 geron L™ ht (tablica 5).

Lukondeh i sur. (2005) proveli su uzgoj kvasca K. marxianus pri jednakim parametrima
uzgoja kao u ovom radu (pH =5, T = 30 °C) uz koncentraciju 20 g L™ laktoze kao izvora
ugljika. Specifi¢na brzina rasta koju su pritom dobili iznosila je zmaks = 0,35 h! §to je neznatno
visa vrijednost u odnosu na vrijednost u ovome radu kada je kvasac uzgajan na glukozi kao
izvoru ugljika.

Tijekom svih provedenih uzgoja, proizvodi se glicerol, ¢iji koeficijent konverzije
glukoze u glicerol pri pH vrijednosti od 5 jedinica iznosi 0,05 g g%, a produktivnost 0,14 ggiicerol
L hl. Vrijednosti koeficijenta konverzije, produktivnosti i prinosa (sgicerol,.... = 0,84 g L%;

maks
slika 9) glicerola najve¢i su pri navedenoj pH vrijednosti. Octena kiselina nije detektirana

tijekom ovih uzgoja.
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Rezultati i rasprava

4.2.2. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 4 jedinice

Proveden je i uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri
pH vrijednosti od 4 jedinice u istim uvjetima (T=30 °C, anaerobno). | tijekom ovog uzgoja
pracena je promjena glukoze, biomase i produkata fermentacije (etanola i glicerola). Iz

dobivenih rezultata izracunati su osnovni biokineti¢ki parametri (tablica 5).
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Slika 10. Promjena koncentracije glukoze (), biomase (), etanola (A) i glicerola (®)

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH

vrijednosti od 4 jedinice u anaerobnim uvjetima
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Rezultati i rasprava

Faza prilagodbe (lag faza) trajala je 1 h dok je trajanje eksponencijalne faze iznosilo 5
h. Specifi¢na brzina rasta postignuta tijekom ovog uzgoja iznosila je zmaks = 0,35 h™t. Kvasac
je unutar 6 sati uzgoja utrosio svu glukozu (Igiukeza = 0,90 h) i pritom proizveo 8,32 g L
etanola (slika 10). Koeficijent konverzije glukoze u etanol tijekom uzgoja pri pH vrijednosti
od 4 jedinice neznatno je veéi u odnosu na prethodno provedeni uzgoj te iznosi 0,50 g g™
(tablica 5). Vrijednost produktivnosti od 1,51 geion L™ ht veéa je oko 14 % od iste vrijednosti
odredene tijekom uzgoja pri pH vrijednosti od 5 jedinica. Koeficijent konverzije glukoze u
glicerol (Y gicerot/giukoza = 0,03 g g™), prinos (pgicerol, ., = 0,52 g L) i produktivnost glicerola
(Prgicerot = 0,09 g L™ h%; slika 10, tablica 5) nizi su u odnosu na uzgoj pri pH vrijednosti od 5
jedinica (slika 9, tablica 5).

Vivier i sur. (1993) proveli su uzgoj kvasca K. marxianus kako bi utvrdili utjecaj
odredenih fizikalno-kemijskih parametara na rast. Prilikom uzgoja soja IP 513 pri pH
vrijednosti od 4 jedinice dobivena je maksimalna brzina rasta (umaks) 0d 0,54 h't §to je otprilike

35 % vise od vrijednosti dobivene uzgojem soja u ovome radu.
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Rezultati i rasprava

4.2.3. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 3 jedinice

Koristenje lignoceluloznih obnovljivih sirovina kao $to su nusproizvodi poljoprivredne
(izluZeni rezanci Secerne repe, pSeni¢na slama i kukuruzovina; Koller i sur., 2013) i Sumarske
industrije, otpadni papir i dr. (Busi¢ i sur., 2018) za proizvodnju bioetanola i drugih kemikalija
ima veliki potencijal. Kako bi se iz kompleksne lignocelulozne sirovine dobili jednostavniji
Seceri, koje radni mikroorganizam moze metabolizirati, potrebno je navedene sirovine
podvrgnuti odredenim postupcima predobrade i hidrolize (Amin i sur., 2017). Zbog povoljne
cijene anorganskih kiselina, za proces proizvodnje bioetanola najceScée se primjenjuje postupak
predobrade razrijedenim ili koncentriranim kiselinama (uglavnom H2SO4) (Rezi¢ i sur., 2016).
Hidrolizat tada ima niske pH vrijednosti, stoga je ispitan rast kvasca K. marxianus i proizvodnja
etanola pri pH vrijednostima od 3 i 2 jedinice.

Slika 11 prikazuje promjenu koncentracije glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH vrijednosti od 3

jedinice u anaerobnim uvjetima.
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Slika 11. Promjena koncentracije glukoze (A), biomase ("), etanola () i glicerola (@)

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH

vrijednosti od 3 jedinice u anaerobnim uvjetima

33



Rezultati i rasprava

Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus pri pH vrijednosti od 3 jedinice, lag faza trajala
je 2 h, a eksponencijalna faza 4 h. Specifi¢na brzina rasta koja se pritom postize iznosi fimaks =
0,26 h'. Rast kvasca i proizvodnja etanola praéena je tijekom 24 h, a ve¢ nakon 6 h uzgoja
doslo je potpunog utroska supstrata (slika 11, tablica 5) sto je za 1 h duze nego kod uzgoja pri
pH vrijednosti od 4 jedinice (slika 10, poglavlje 4.2.2.). Tijekom anaerobnog uzgoja kao glavni
produkt metabolizma nastaje etanol uz koeficijent konverzije glukoze u etanol od 0,46 g g i
produktivnost procesa od 1,37 geton L™ ht. Osim etanola, nastaju i male koli¢ine glicerola uz
prinos od 0,58 g L™ §to je veéa vrijednost od one postignute tijekom uzgoja pri pH vrijednosti

od 4 jedinice.

U svom istrazivanju Bajpai i Margaritis (1987), odredivali su utjecaj temperature i pH
na proizvodnju etanola iz ekstrakta jeruzalemske artiCoke s pomocu imobiliziranih stanica
kvasca K. marxianus. Tijekom uzgoja pri pH vrijednosti od 3 jedinice, proizvedeno je 40,06

geton L uz koeficijent konverzije Seéera u etanol od 0,48 g g,
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Rezultati i rasprava

4.2.4. Uzgoj kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri pH vrijednosti
od 2 jedinice

KoriStenje lignoceluloznih sirovina najviSe se proucava u svrhu njihove
implementacije u industriji proizvodnje biogoriva. Prilikom proizvodnje biogoriva vladaju
nepovoljni uvjeti za rast mikroorganizama kao §to su: niska pH vrijednost (2,5), anaerobnost i
visoke koncentracije etanola (do 10 %). Madeira-Jr i Gombert (2018) uzgajali su razli¢ite
sojeve kvasca K. marxianus u svrhu proizvodnje etanola iz SeCerne trske u uvjetima kakvi
vladaju u biorafinerijama, kako bi pronasli soj koji zadovoljava industrijske potrebe.

Slika 12 prikazuje promjenu koncentracije glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH vrijednosti od 2

jedinice u anaerobnim uvjetima.
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Slika 12. Promjena koncentracije glukoze (), biomase (4), etanola (A) i glicerola (@)

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri pH 2 u

anaerobnim uvjetima
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Rezultati i rasprava

Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus pri pH vrijednosti od 2 jedinice nije uocena
znacajna razlika u trajanju lag faze (1 h) i eksponencijalne faze (4 h) rasta u odnosu na
prethodno provedene uzgoje. Specifi¢na brzina rasta u navedenim uvjetima uzgoja iznosi gimaks
= 0,19 h'’. Za razliku od prethodno provedenih uzgoja tijekom kojih je doslo do potpunog
utroska supstrata, prilikom ovog uzgoja zabiljezena je relativno konstantna vrijednost supstrata
nakon 6 h uzgoja. Takoder, gotovo tijekom cijelog uzgoja zabiljezen je ve¢i udio mrtvih stanica
u odnosu na zive (prilog 7.3.).

Uzgoj je pracen unutar 24 h tijekom kojih je kvasac kontinuirano proizvodio etanol uz
prinos od 3,34 g L. Koeficijent konverzije glukoze u etanol iznosi 0,20 g g%, a produktivnost
procesa 0,41 geron LT hl. Osim etanola, ovaj kvasac u navedenim uvjetima proizvodi male
koli¢ine glicerola (sglicerol = 0,32 g L), uz koeficijent konverzije glukoze u glicerol od 0,02 g
g (slika 12, tablica 5).

Amrane i Prigent (1998) proveli su uzgoj kvasca K. marxianus kako bi utvrdili utjecaj
parametara uzgoja na rast kvasca. Izmedu ostalog, nastojali su utvrditi optimalnu pH vrijednost
pri kojoj se postize maksimalna konverzija supstrata u biomasu. Pri pH vrijednosti od 2,3
jedinice, $to je najblize vrijednosti ispitivanoj u ovome radu, dobiven je koeficijent konverzije

supstrata u biomasu Yxs= 0,359 g™.
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Rezultati i rasprava

Tablica 5. Utjecaj pH vrijednosti podloge na potro$nju supstrata, rast biomase i prinose
produkata tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u standardnoj YPD podlozi pri

30°C, u anaerobnim uvjetima

pH vrijednost [-]

parametar ; . 5 ,

tlag [h] 1 1 2 1

teksp [h] 4 5 4 4
VXmaks [oLY 3,63 3,42 3,1 1,2
oo . [g L] 7,80 8,32 8,24 3,34
yglicerol s [g L] 0,84 0,52 0,58 0,32
Yetanoligiukoza ~ [9 7] 0,47 0,50 0,46 0,20
Pretanol [gLth?] 1,30 1,51 1,37 0,41
Y x/glukoza [0g7] 0,15 0,16 0,10 0,04
Prx [gLth7] 0,43 0,44 0,31 0,11
Ygliceroligukoza [ 9] 0,05 0,03 0,03 0,02
Prgiicerol [gLthY 0,14 0,09 0,10 0,05
Limaks [h1] 0,31 0,35 0,26 0,19
Fglukoza [h] 0,22 0,22 0,18 0,14
Fetanol [h] 0,40 0,52 0,39 0,20
Igliceorol [h"] 0,35 0,37 0,32 0,29

*pocetna pH vrijednost YPD podloge iznosi 6,2 +0,1, te je na pocetku uzgoja pH
vrijednost podloge podesena na odabranu pH vrijednost i odrzavana konstantnom
tijekom uzgoja kvasca automatskim dodatkom 2 M otopine H2SO4 i 2 M otopine NaOH
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Zakljucak

5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata opisanih u radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Prilikom uzgoja s razli¢itim koncentracijama inokuluma, najveéi prinos etanola
postignut je s 2,5 % inokuluma (jetanol = 8,28 g L), dok je najveéi prinos glicerola
postignut s 10 % inokuluma (ygiicerol = 0,98 g L™). Najvece produktivnosti proizvodnje
produkata metabolizma postignute su s 10 % inokuluma (Prewon = 1,51 g L™ h't; Prglicerol
= 0,20 g L™ h'). Najveéa specifi¢na brzina rasta (4 = 0,43 h'?) zabiljeZena je tijekom
uzgoja s 2,5 % inokuluma.

2. Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 raste u YPD podlozi, proizvodi etanol i
glicerol pri svim testiranim pH vrijednostima (2, 3, 4 i 5 jedinica). Znacajnije koli¢ine

octene kiseline nisu detektirane tijekom navedenih uzgoja.

3. Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 ima najvecu specifi¢nu brzinu rasta (U
= 0,35 h'}) te najveéi prinos (Jetnol = 8,32 g L) i produktivnost proizvodnje etanola
(Precon = 1,51 g L™t h'Y) pri pH vrijednosti od 4 jedinice. Ujedno se na toj pH vrijednosti

postiZe i najveéi koeficijent konverzije glukoze u etanol, Yetanoliglukoza = 0,50 g g™

4. Najveéa produktivnost procesa proizvodnje glicerola (Prgiicersl = 0,14 g LT h?)
zabiljezeni su na pH vrijednosti od 5 jedinica i koncentraciji inokuluma od 5 %. Pri toj
pH vrijednosti postize se i najveci prinos glicerola (jglicerol = 0,84 g L) te najveéi

koeficijent konverzije glukoze u glicerol (Ygiiceroliglukoza = 0,05 g g2).
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7. PRILOZI

7.1. POPIS KRATICA

Prilog 1. Popis kratica uz navedene oznake veli¢ine, veli¢ine i jedinice

Oznaka veli¢ine

tlag

teksp
P Xmaks
Yetanol aks

Yglicerolaks
YX/qukoza
Yetanol/glukoza
Yglicerol/glukoza
Prx

Pretanol
Prgicerol
Iglukoza

Ietanol

Iglicerol

HMmax

Veli¢ina
lag faza rasta

eksponencijalna faza rasta

maksimalni prinos biomase
maksimalni prinos etanola

maksimalni prinos glicerola

koeficijent konverzije glukoze u biomasu
koeficijent konverzije glukoze u etanol
koeficijent konverzije glukoze u glicerol
produktivnost proizvodnje biomase
produktivnost proizvodnje etanola
produktivnost proizvodnje glicerola
brzina potro$nje glukoze

brzina proizvodnje etanola

brzina proizvodnje glicerola

maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase

Jedinica

[h]

[h]
[gL]
[gL7]
[gL7]
[997]
[997]
[997]

[gL*h]

[gL*hY]

[gL™*h]
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[h]
[h]
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7.2. PROMIJENA OPTICKE GUSTOCE TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC
1777 PRI RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA
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Prilog 2. Promjena opti¢ke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri pH

vrijednostimaod 5 (@), 4 (A), 3 (@) i 2 (M) jedinice
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Prilog 3. Promjena opticke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri
koncentraciji inokuluma od 2,5 % (A), 5 % (@) i 10 % ()



7.3. ODNOS UKUPNOG BROJA TE BROJA ZIVIH I MRTVIH STANICA TIJEKOM
UZGOJA KVASCA K. marxianus NBRC 1777 PRI RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA
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Prilog 4. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 pri pH vrijednosti od 5 jedinica
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Prilog 5. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 pri pH vrijednosti od 4 jedinice
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Prilog 6. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 pri pH vrijednosti od 3 jedinice
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Prilog 7. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 pri pH vrijednosti od 2 jedinice
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Prilog 8. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 s koncentracijom inokuluma od 2,5 %
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Prilog 9. Graficki prikaz ukupnog broja te broja zivih i mrtvih stanica tijekom uzgoja kvasca
K. marxianus NBRC 1777 s koncentracijom inokuluma od 10 %



7.4. PRACENJE PROCESNIH PARAMETARA TIJEKOM UZGOJA KVASCA K.
marxianus NBRC 1777 PRI RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA
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Prilog 10. Graficki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC
1777 pri pH vrijednosti od 5 jedinica
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Prilog 11. Graficki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC
1777 pri pH vrijednosti od 4 jedinice
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Prilog 12. Grafi¢ki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC
1777 pri pH vrijednosti od 3 jedinice
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Prilog 13. Graficki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC
1777 pri pH vrijednosti od 2 jedinice
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Prilog 14. Graficki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC

1777 s koncentracijom inokuluma od 2,5 %
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Prilog 15. Graficki prikaz procesnih parametara tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC
1777 s koncentracijom inokuluma od 10 %



Izjava o izvornosti

[zjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima. osim onih koji su u njemu navedeni.
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