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1. UVOD

Seéerni alkoholi ili, kako se jo§ nazivaju, polioli su organski spojevi uglavnom proizvedeni
iz Secera. Stabilni su pri visokim temperaturama i pri promjenama pH vrijednosti, imaju
nekancerogena svojstva, ne uzrokuju kvarenje zubi i puno manje od saharoze utjecu na koli¢inu
Secera u krvi. Mogu se naci u prirodi, posebice u vocéu i povréu. Pojavom svijesti o prehrani i
zdravijem naéinu Zivota, konzumacija Secera postala je jedan od glavnih zdravstvenih pitanja ljudi
svih narastaja. Upravo zbog svojih svojstava, Se¢erni alkoholi namecu se kao zamjena za saharozu.
Najcesce koristeni Secerni alkoholi su: sorbitol, manitol, ksilitol, izomaltoza, maltitol, laktitol i
eritritol (Carocho isur., 2017). U mikrobnom metabolizmu polioli imaju nekoliko uloga: mogu se
koristiti kao izvori ugljika, ukljuceni su u regulaciju koenzima ili djeluju kao osmoregulatorni
spojevi. Zbog toga mnogi mikroorganizmi, ukljucujuci razliCite bakterije (primjerice bakterije
mlijecne kiseline), plijesni (primjerice plijesni roda Aspergillus, Penicillium, Trichoderma) i
kvasce (primjerice kvasci roda Candida, Yarrowia, Hansenula), prirodno proizvode Secerne
alkohole. Tako su identificirani mikroorganizmi koji proizvode arabitol, eritritol, galaktikol,
glicerol, manitol, ribitol, sorbitol ili ksilitol iz odgovaraju¢ih Se¢era (L-arabitol iz L-arabinoze) ili

iz drugih poliola (eritritol iz glicerola; Erian i sur., 2022).

Najcesc¢e koriSten kvasac kao radni mikroorganizam u industriji je Saccharomyces
cerevisiae. Medutim, kako se javlja potreba za koriStenjem novih, obnovljivih izvora ugljika, tako
se javlja potreba za kvascima koji imaju moguénost metaboliziranja razlicitih izvora ugljika. Stoga
se koriste ne-Saccharomyces kvasci, odnosno kvasci koji ne pripadaju rodu Saccharomyces. Oni
posjeduju neuobicajene i za biotehnologiju zanimljive karakteristike, poput otpornosti na stresne
uvjete i moguénosti koristenja razlicitih izvora ugljika kao $to su $krob, celuloza, arabinoza, ksiloza

i Secerni alkoholi (glicerol, eritritol, manitol i sl.; Kregiel i sur., 2017).

Cilj ovoga rada bio je odrediti i proizvesti Sec¢erne alkohole S pomoc¢u ne-Saccharomyces
kvasaca. Stoga je proveden uzgoj ne-Saccharomyces kvasaca Yarrowia lipolytica DSM 21175,
Candida lyxosophila JCM 7532 i Scheffersomyces stipitis JCM 10742, te kvasca Saccharomyces
cerevisiae ZIM 3418 u podlogama s glukozom i glicerolom. Na temelju rezultata odabran je kvasac
koji je najbolji producent Se¢ernih alkohola. Uzgoji u ve¢em mjerilu provedeni su s pomoc¢u kvasca

Yarrowia lipolytica DSM 21175, u podlogama s glicerolom uz dodatak NaCl-a.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KVASCI KAO RADNI MIKROORGANIZMI U BIOTEHNOLOGIJI

Kvasac je jednostani¢ni mikroorganizam detaljno proucavan u fiziologiji, genetici i
molekularnoj biologiji. Takoder je koriSten kao modelni organizam za razumijevanje ostalih
mikroorganizama, a do danas je otkriveno i opisano najmanje 1500 vrsta (Onyema i sur., 2023).
Osim toga, kvasci imaju Siroku industrijsku vaznost u znanstvenim, prehrambenim, medicinskim i
poljoprivrednim granama. Zbog svojih tradicionalnih industrijskih svojstava imaju primarnu ulogu
u mnogim procesima fermentacije hrane kao $to je fermentacija piva, vina, jabukovace, destiliranih
alkoholnih pica, pekarskih proizvoda, sira, kobasica i ostalih proizvoda. Ostali dugotrajniji procesi
u kojima se koriste kvasci su proizvodnja etanola za gorivo, jednostani¢nih proteina, krmiva i
sto¢ne hrane, industrijskih enzima te metabolita niske molekulske mase. Odredene vrste kvasaca
razvijene su kao industrijski mikroorganizmi za heterolognu proizvodnju enzima i proteina.
Razli¢iti kvasci, posebice Saccharomyces cerevisiae, koriste se kao domacini za ekspresiju
proteinskih biokatalizatora i viSe-enzimskih putova za sintezu finih kemikalija i spojeva niske
molekulske mase od medicinske i nutritivne vaznosti. Takoder, imaju vaznu ulogu u poljoprivredi
kao pokazatelji kvalitete okoliSa te u biokontroli i bioremedijaciji (Johnson i Echavarri-Erasun,
2011). Primjenu u industriji kvasci duguju metabolickoj sposobnosti fermentacije Secera do etanola
i ugljikovog dioksida u anaerobnim uvjetima. Stovise, u procesu fermentacije nastaje velik broj
sekundarnih spojeva koji utjeCu na organolepti¢ka svojstva odredenih prehrambenih proizvoda.
Naravno, kvasci nemaju samo fermentativni metabolizam, nego imaju sposobnost rasta i u
aerobnim uvjetima (Zymanczyk-Duda i sur., 2017). Veéinom se kvasci klasificiraju u dvije
skupine: konvencionalni kvasci i nekonvencionalni kvasci. Skupini konvencionalnih kvasaca
pripadaju Saccharomyces cerevisiae i njemu blisko srodne vrste kvasaca, a svi ostali kvasci

pripadaju skupini nekonvencionalnih kvasaca (Onyema i sur., 2023).

Kvasac S. cerevisiae smatra se najvrjednijom vrstom kvasaca za razne industrijske
primjene. Toc¢nije, kvasac i u aerobnim i anaerobnim uvjetima proizvodi etanol koji ima inhibitorni
utjecaj na druge mikroorganizme, ¢ime uklanja vecinu konkurenata za supstrat koji koristi.
Takoder, vrlo vazne karakteristike kvasca S. cerevisiae su otpornost na visoke koncentracije Secera

te proizvodnja niza aromatskih, hlapljivih spojeva (Parapouli i sur., 2020).



2.2. NEKONVENCIONALNI (NE-Saccharomyces) KVASCI

Kako je ve¢ spomenuto, kvasac S. cerevisiae zbog svojih karakteristika koristi se u
proizvodnji fermentiranih prehrambenih proizvoda, za proizvodnju biogoriva te u proizvodnji
heterolognih proteina, humanog inzulina i cjepiva protiv hepatitisa i humanog papiloma virusa.
Medutim, novi tehnoloski postupci razlikuju se od onih u tradicionalnim fermentativnim procesima
1 predstavljaju posebne izazove. To podrazumijeva procese u razliitim uvjetima, sa Sirokim
rasponom ugljikovih i energetskih izvora te procese u kojima je prisutna zna¢ajna koli¢ina tvari
toksi¢nih za stanicu koje mogu imati inhibitorni u¢inak na radne mikroorganizme (Kregiel i sur.,

2017).

Nekonvencionalni kvasci predstavljaju veliku skupinu mikroorganizama koja je izvor
velike bioraznolikosti kvasaca. Mnogi od njih posjeduju relevantne karakteristike za industrijsku
primjenu, sto podrazumijeva sposobnost koristenja kompleksnih supstrata kao hranjivih tvari te
ekstremnu otpornost na stresne uvjete i inhibitore fermentacije. Razvili su specificne mehanizme
koji im omoguéuju prezivljavanje u ekstremnim uvjetima (Radecka i sur., 2015). Osim glukoze,
nekonvencionalni kvasci mogu kao supstrate Kkoristiti razliite izvore ugljika prisutne u
obnovljivim sirovinama i to: monosaharide (ksilozu, galaktozu, fruktozu, arabinozu), disaharide
(laktozu, celobiozu, ksilobiozu) i polisaharide (ksilan i celulozu). Neki od njih su visoko tolerantni
na stresne uvjete poput niske pH-vrijednosti, povisene temperature, visokog osmotskog tlaka te
prisutnosti inhibitornih spojeva. Takoder, odredeni nekonvencionalni kvasci ,,superiorniji su u
odnosu na kvasac S. cerevisiae kada se radi o akumulaciji metabolita te sintezi i sekreciji
rekombinantnih proteina (Geijer i sur., 2022). Primjerice, kvasci Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris, Scheffersomyces stipitis, Hansenula
polymorpha, Ogataea thermomethanolica, Candida albicans i Candida glabrata imaju prirodnu
sposobnost proizvodnje raznolikijeg i Sireg spektra komercijalnih metabolita u usporedbi s

kvascem S. cerevisiae (Patra i sur., 2021).

2.2.1. Yarrowia lipolytica

Kvasac Y. lipolytica obi¢no se nalazi u okruzenjima koja sadrze hidrofobne supstrate kao
Sto su otpad koji sadrzi ulje, prehrambeni proizvodi (mesni i mlije¢ni proizvodi) te mjesta zagadena
uljem (Zinjarde i sur., 2014). Takoder, moze se izolirati iz usta, plu¢a i crijevnog trakta. Otporan
je na niske pH-vrijednosti, Zelu¢ani sok i zelu¢ane soli. Kao dimorfni kvasac, Y. lipolytica stvara

multipolarne pupajuée stanice i micelije sa septiranim (pregradenim) hifama. Osim toga, stvara i
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pseudohife, a to su pupajuce stanice koje ostaju vezane jedna za drugu. U nekoliko odredenih
staniSta 1 u prisutnosti glukoze, glicerola, eritritola, laktata i biljnih ulja, stanice mogu stvarati

biofilmove (Sutherland i sur., 2014).

S obzirom da je kvasac Y. lipolytica obligatni aerob, koncentracija kisika predstavlja
limitirajuci faktor rasta. Vecina sojeva je psihrotrofna i rastu na temperaturi od 5 °C, ali mogu
dobro rasti i na sobnim temperaturama, dok neki sojevi mogu rasti ¢ak i na temperaturi od 37 °C.
Kvasac Y. lipolytica mozZe rasti pri Sirokom rasponu pH vrijednosti, to¢nije pri pH vrijednosti 2,0-
8,0, ali uglavnom pri pH 3,5. Neki sojevi imaju sposobnost rasta pri niskim pH vrijednostima,
manjima od 2,0, ili pri visokim pH vrijednostima do 9,7. Kako se nalazi u slanoj hrani i stanistima,
tolerantnost na visoke koncentracije soli omogucuje joj rast pri koncentraciji od 7,5 % NaCl-a, a
neki sojevi mogu rasti ¢ak i pri koncentraciji od 15 %. Posjeduje i svojstvo adsorpcije metala kao
Sto su krom, zeljezo, nikal, bakar, cink i1 kadmij (Sutherland i sur., 2014). Uz navedena svojstva
koja pogoduju primjeni kvasca Y. lipolytica u industriji, jo$ je nekoliko znacajnih karakteristika:
(i) mogucnost koriStenja razli¢itih izvora ugljika; (ii) postizanje visoke koncentracije stanica
tijekom uzgoja iz Cega proizlazi nekoliko prednosti poput olakSanog ,,downstream‘ procesa,
smanjenja otpadnih voda, smanjenja proizvodnih troskova itd. Primjera radi, rastom na glukozi
postize koncentraciju veéu od 100,00 g L, na kombiniranom supstratu ksiloze i glicerola 120,70
g L1i60,00 g L™ na sirovom glicerolu; (iii) kod sekrecije proteina posjeduje vazna svojstva poput:
visokog stupnja sekrecije, dobrog prinosa produkta, ponovljivosti procesa i niskog stupnja

glikolizacije (Park i Ledesma-Amaro, 2023).

2.2.1.1. Metabolizam i proizvodi kvasca Yarrowia lipolytica

Kvasac Y. lipolytica moze koristiti Sirok spektar sirovina kao izvora ugljika, bilo
hidrofobnih ili hidrofilnih. Pod hidrofobnim izvorima ugljika podrazumijevaju se masne kiseline,
trigliceridi i alkani (Madzak, 2021). Supstrati na kojima raste kvasac Y. lipolytica su primjerice
metil ester, masne kiseline, biljna ulja (palmino, sojino, maslinovo, suncokretovo, itd.), zivotinjska
mast 1 fosilna ulja. Rast na takvim supstratima omogucen je proizvodnjom izvanstani¢nih lipaza
koje omogucuju u¢inkovito koristenje izvanstani¢nih lipida kao supstrata. Takoder, svojstvo koje
omogucuje rast na hidrofobnim supstratima jest mogu¢nost akumulacije masnih kiselina u obliku

triacilglicerola ili sterolnih estera u lipidnim tijelima (Soong i sur., 2019).

Pod hidrofilne supstrate koje kvasac Y. lipolytica moze koristiti spadaju heksoze (glukoza,
manoza, galaktoza, fruktoza), pentoze (D-ksiloza, L-arabinoza), acetat, lignoceluloza, etanol i

glicerol. Medu hidrofilnim izvorima ugljika najproucavaniji u laboratorijskom mjerilu su glukoza
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i glicerol (Soong i sur., 2019). Prema brojnim izvje$¢ima, preferiraniji izvor ugljika je glicerol zbog
velike brzine rasta mikroorganizma. Stovise, tolerantnost kvasca Y. lipolytica na inhibitorne
spojeve prisutne u sirovom glicerolu ¢ini ju izrazito zanimljivim mikroorganizmom za konverziju
nerafiniranog glicerola (nusproizvoda proizvodnje biodizela) u vrijedne proizvode (Spagnuolo i
sur., 2018). Metabolizam glukoze i glicerola do krajnjih produkata prikazan je na slici 1.
Pretpostavljeni transportni proteini kvasca Y. lipolytica za glicerol su YALIOB17138p,
YALIOC04730p, YALIOC16522p, YALIOE05665p i YALIOF00462 te je pretpostavljeno da
sadrzi dva transportna kanala za glicerol (Erian i sur., 2022). Pretpostavljeni transportni proteini za
glukozu su YALIOC06424, YALIOF19184, YALIOE23287 i YALIOB01342 (Spagnuolo i sur.,
2018).
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Slika 1. Metabolicki putevi razgradnje glukoze i glicerola u kvascu Y. lipolytica (prema Bilal i

sur., 2020)

Skracenice: G-6-P: glukoza-6-fosfat; F-6-P: fruktoza-6-fosfat; F-1,6-bisP: fruktoza-1,6-bisfosfat; DHAP:
dihidroksiaceton fosfat; GA-3-P: gliceraldehid-3-fosfat; glicerol-3-P: glicerol-3-fosfat; GN-6-P: glukonolakton-6-
fosfat; ru-5-P: ribuloza-5-fosfat; ksi-5-P: ksiluloza-5-fosfat; R-5-P: riboza-5-fosfat; sep-7-P: sedoheptuloza-7-fosfat;
eritroza-4-P: eritroza-4-fosfat; PEP: fosfoenolpiruvat; EPA: eikozapentaenska kiselina; PHA: polihidroksi-alkanoati;
PHB: polihidroksibutirat; HMG-CoA: 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A; IPP: izopentenil pirofosfat; DMAPP:
dimetilalil pirofosfat; GPP: geranil difosfat; FPP: farnezil difosfat; GGPP: geranilgeranil difosfat; T1: transportni

sustav za glicerol; T2: transportni sustav za glukozu



Kvasac Y. lipolytica dobar je izvor raznih biomolekula kao $to su enzimi, jednostani¢ni
proteini i mikrobni lipidi (Rebello i sur., 2018). Koristi se za razne primjene u procesima
povezanima s hranom. Tu spadaju primjerice: proizvodnja mesnih i mlije¢nih proizvoda,
proizvodnja aroma, sinteza organskih kiselina, proizvodnja Secernih alkohola kao zamjene za
saharozu, proizvodnja emulgatora i povrsinski aktivnih tvari. Koristi se i u proizvodnji lipida i iz
lipida izvedenih spojeva kao $to su biodizel, jestiva ulja ili dikarboksilne kiseline koje sluze kao
gradevni blokovi za polimere. Takoder, kao povoljan domacin za proizvodnju proteina upotrjebljen
je za proizvodnju viSe od 130 proteina, Sto s akademskom, §to s komercijalnom primjenom
(Ledesma-Amaro i Nicaud, 2016). Slika 2 prikazuje proizvode kategorizirane prema skupini
spojeva kojoj pripadaju, odnosno kategorizirane na lipide, proteine, organske Kkiseline,
aminokiseline i njihove derivate, lipide i njihove derivate, Se¢erne alkohole i terpenoide. Proizvodi
su takoder kategorizirani prema tome proizvode li se u industrijskom myjerilu ili samo u znanstvene

svrhe.
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Slika 2. Proizvodi kvasca Y. lipolytica u industriji i znanosti (prema Park i Ledesma-Amaro, 2023)

U proizvodnji mesnih i mlije¢nih proizvoda kvasac Y. lipolytica koristi se u svrhu
proizvodnje odredenih spojeva koji doprinose stvaranju kona¢nog okusa proizvoda. Proizvodi

spojeve poput slobodnih masnih kiselina (palmitinska, oleinska, stearinska, masla¢na, itd.),



kiselina, alkohola (npr. 2-metilbutan-1-ol), aldehida, ketona (3-hidroksibutan-2-on), terpena (A-3-
karen), alkana (pentan, oktan). Koristi se za proizvodnju prehrambenog aditiva y-dekalaktona koji
ima okus breskve (Zinjarde, 2014). Od organskih kiselina, glavne koje proizvodi su: limunska,

izocitratna, a-ketoglutarna, sukcinska, octena i itakonska kiselina (Fickers i sur., 2020).

Sve prihvaéeniji radni mikroorganizam u proizvodnji biodizela postaje upravo kvasac Y.
lipolytica i to zbog dvaju svojstava; prvo je sposobnost proizvodnje razli¢itih lipaza koje se mogu
koristiti kao biokatalizatori u biokonverziji biljnih ili mikrobnih ulja u biodizel, a drugo je ¢injenica
da kvasac Y. lipolytica moze akumulirati veliku koli¢inu lipida koji se potom mogu koristiti kao

pocetni materijal u proizvodnji biodizela (Darvishi i sur., 2017).

2.2.1.2. Sec¢erni alkoholi — polioli

Kvasac Y. lipolytica Kkoristi se za proizvodnju Secernih alkohola (poliola), uglavhom
eritritola i manitola (Fickers i sur., 2020). Seéerni alkoholi su necikli¢ki hidrogenirani
ugljikohidrati koji nastaju redukcijom aldehida i ketona do hidroksilne skupine u Secerima te
predstavljaju zamjenu za saharozu. Specifi¢ni su po tome §to imaju sladak okus te nekancerogena
i manje kalori¢na svojstva od saharoze. Takoder, neki od njih mogu se kao gradevne jedinice

kemijskom katalizom prevesti u kemikalije od komercijalne vaznosti (Park i sur., 2016).

Zbog svojih pozitivnih svojstava i prednosti nad ostalim $ec¢ernim alkoholima, eritritol se
proizvodi desetlje¢ima. U osmofilnim kvascima, medu koje spada i kvasac Y. lipolytica, ima ulogu
osmoprotektanta, odnosno kvasci ga proizvode kao odgovor na poviseni osmotski tlak. Sinteza
eritritola odvija se putem pentoza fosfata, a u zadnjem koraku eritroza reduktaza reducira eritrozu
do eritritola uz oksidaciju NAD(P)H (Mironczuk i sur., 2017). Osim upotrebe kao niskokalori¢nog
zasladivaca, eritritol moze biti kemijski prekursor za sintezu 1,4-anhidroeritritola, butadiena, 1,4-

butandiola, 2,5-dihidrofurana i tetrahidrofurana (Jagtap i sur., 2021).

Manitol je Secerni alkohol sa Sest ugljikovih atoma i ima vaznu ulogu u otpornosti
mikroorganizama na stresne uvjete. Primjenjuje se u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te
medicini. Siroko je rasprostranjen u prirodi, a nalazi se u razli¢itim biljkama, algama, u micelijima

raznih gljivica i jedan je od glavnih ugljikohidrata u gljivama (Tomaszewska i sur., 2012).

Ksilitol se koristi kao zasladiva¢, a s obzirom na njegova antiinflamatorna svojstva moze
se Kkoristiti za uspjesno lijecenje kroni¢nih upalnih bolesti. Nastavno tome, koristi se za lijeCenje
bolesti srednjeg uha, ali i za lijeCenje bolesti diSnog sustava poput pneumonije. Takoder, svoju

primjenu je pronasao i u zvaka¢im gumama ,bez Se€era“ i ne predstavlja opasnost za ljude, dok



moze biti izrazito toksi¢an za pse. Proizvodnja ksilitola kemijskom sintezom je skup i tezak proces,
stoga proizvodnja pomocu mikrobnih stanica predstavlja jeftiniju 1 profitabilniju opciju
proizvodnje. Jedan od mikroorganizama koji posjeduju sve enzime za proizvodnju ksilitola je
kvasac Y. lipolytica (Abbasi i sur., 2021).

2.3. SIROVINE U BIOTEHNOLOGIJI

U industrijskoj biotehnologiji koriste se sirovine uzgojene na poljoprivrednim povr§inama,
primjerice SeCerna repa i Secerna trska (sadrze saharozu), biljke bogate Skrobom (sadrze $krob,
inulin, celulozu i druge ugljikohidrate), biljke uljarice (sadrze ulje, mast, glicerol, celulozu) i drvo

(sadrzi lignocelulozu i celulozu) (Yu isur., 2019).

Glukoza i saharoza predstavljaju klasi¢ne i najéesée sirovine u industrijskim procesima, no
cijena ova dva supstrata moze posti¢i ¢ak i do 60 — 80 % cijene ukupne proizvodnje. Stoga se sve
viSe pristupa alternativnim jeftinim izvorima ugljika kako bi se postigla odrzivost proizvodnje i

ekonomije (Geijer i sur., 2022).

Sve cCeS¢e upotrebljavana sirovina u biotehnologiji jest lignocelulozna biomasa.
Lignocelulozne sirovine svrstane su u tri skupine: netaknuta biomasa, energetski usjevi i otpadna
biomasa. Netaknuta biomasa podrazumijeva sve prirodno rastu¢e kopnene biljke, ukljucujuci
zeljaste biljke (jednogodisnje, dvogodisnje 1 visegodiSnje biljke) i drvenaste biljke (drvece, grmlje
i patuljasto grmlje), te vodene biljke kao $to su vodeni zumbul, vodena paprat, vodena salata i
vodena trava. Energetski usjevi podrazumijevaju visegodiSnje trave i druge energetske usjeve koji
daju visok prinos lignocelulozne biomase, a to su primjerice divlje proso, obi¢ni trst, slonova trava
i kineski 8$as. Treéa skupina, otpadna biomasa, nusproizvod je niske vrijednosti razlicitih
industrijskih sektora i to: poljoprivrede (slama zitarica, ljuske Zitarica i ostatci nakon Zetve),
Sumarstva (grane s uginulih stabala, ostatci rezidbe i stanjivanja) i proizvodnje drva i papira (kora,
piljevina i drvna sjecka). Osim navedenog, u otpadnu biomasu spada i organski dio krutog
komunalnog otpada (Broda i sur., 2022). Opcenito, lignocelulozna biomasa sastoji se od tri
frakcije: celuloze, hemiceluloze i lignina. Najzastupljenija je celuloza koja ¢ini 38 — 50 % biomase.
Hemiceluloza ¢ini 23 — 32 % biomase, a lignin 15 — 30 %. Udio pojedine frakcije u biomasi ovisi
o vrsti 1 podrijetlu lignocelulozne sirovine. Fermentabilni Seceri dobivaju se iz celuloze i

hemiceluloze, a razbijanjem lignina oslobada se velik broj polifenola (Arora i sur., 2019).



Kao jedna od obecavajuéih sirovina danasnjice koja poprima sve vise interesa jest biomasa
mikroalgi. Njihova biomasa uglavnom se sastoji od ugljikohidrata i lipida zbog ¢ega se namece
kao sirovina u proizvodnji biogoriva i biomaterijala (biovodik, bioetanol, biometan, biodizel,
biougljen, farmaceutici). Stovise, zbog malog udjela hemiceluloze i lignina u biomasi, nije
potrebno pristupati predtretmanima $to povecava uspjesnost hidrolize i fermentacija (Kumar i sur.,

2020).

2.3.1. Glicerol

Osim navedenih, kao sirovina u biotehnologiji sve viSe se proucava i upotrebljava glicerol
(1,2,3-propantriol), poznat i kao glicerin. Glicerol je glavni nusproizvod dobiven tijekom reakcije
transesterifikacije u proizvodnji biodizela. Omjer sirovog glicerola prema biodizelu je 1:10,
odnosno u proizvodnji 10 kilograma biodizela nastaje 1 kilogram glicerola kao nusproizvoda.
Sirovi glicerol talozi se u donjem dijelu proizvodnog spremnika, zbog ¢ega se lako odvaja od
biodizela (Vivek i sur., 2017). Sirovi glicerol je heterogeni supstrat bogat na spojevima ugljika,
sapuna, metala, soli, alkohola i ulja te na ¢vrstim organskim spojevima. Takoder sadrZi i tragove
neiskoristenih katalizatora koriStenih u procesu esterifikacije. Proizvodnja glicerola iz godine u
godinu raste, $to se najbolje vidi iz ¢injenice da je godiSnja proizvodnja u 2006. godini iznosila 7,8
bilijuna litara, a 2018. godine Cak 36 bilijuna litara. Trenutno se rafinirani glicerol koristi u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji. Kod proizvodnje rafiniranog glicerola, u
posljednjoj fazi on se procis¢ava ispiranjem vru¢om vodom pri ¢emu se uklanjaju ostatci
katalizatora i ostalih neCistoca. Taj korak je dug, zagadujuci i skup, stoga je sirovi glicerol od veceg
interesa. Odnosno, njegova primjena u biotehnoloskim procesima kao Sto je fermentacija
predstavlja obecavajuc¢i odgovor na ekoloska pitanja o sirovom glicerolu kao otpadu i njegovom
odlaganju (Guerfali i sur., 2020). Jedno od mogucih rjesenja jest primjena kao izvora ugljika u
hranjivom mediju za rast oleaginoznih mikroorganizama u svrhu dobivanja razli¢itih proizvoda
koji su prikazani na slici 3, a osim toga prikazane su neke druge primjene sirovog glicerola. Jedan
od oleaginoznih mikroorganizama koji mogu Koristiti glicerol je i kvasac Y. lipolytica. U tablici 1

prikazani su neki proizvodi koji se mogu proizvesti koristeci €isti 1 sirovi glicerol.
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Slika 3. Prikaz mogu¢ih primjena sirovog glicerola (prema Rakicka-Pustutka i sur., 2021)

Tablica 1. Prikaz razli¢itih dobivenih metabolita sojeva Y. lipolytica koristeci glicerol kao izvor
ugljika (Rywinska i sur., 2013)

Supstrat Produkt

a-ketoglutarna kiselina

Limunska kiselina i invertaza

Pirogrozdana kiselina

Cisti glicerol Sukcinatna kiselina

a-amilaza

Lipaza

Povrsinski aktivne tvari

Limunska kiselina

Eritritol

Manitol

S Octena kiselina
Sirovi glicerol

Polinezasi¢ene masne kiseline

Lipidi

Lipidi nalik kokosovom maslacu

Proizvodnja biomase
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Radni mikroorganizmi koristeni u ovom radu prikazani su u tablici 2. U tablici nalaze se i

podaci o stani$tu iz kojeg su mikroorganizmi izolirani te iz koje zbirke mikroorganizama su

nabavljeni.

Tablica 2. Popis mikroorganizama koristenih u ovom radu

Mikroorganizam

StaniSte iz kojeg

je izoliran

Zbirka

mikroorganizama

Referenca

Yarrowia lipolytica DSM 21175

Spremnik goriva

Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche
Sammlung von

Mikroorganismen

Egermeier i sur.,

3418

Slovenija

Microorganisms
(ZIM), Slovenija

zrakoplova 2017
und Zellkulturen
GmbH (DSMZ),
Njemacka
Povrsinsko tlo, Japan Collection
Candida lyxosophila JCM 7532 Juznoafricka of Microorganisms JCM (2023)
Republika (JCM), Japan
o Japan Collection
Scheffersomyces stipitis JCM Li¢inka insekta, _ )
of Microorganisms JCM (2023)
10742 Francuska
(JCM), Japan
Slovenian
o ) Collection of
Saccharomyces cerevisiae ZIM Hrast, kora, list, _
Industrial ZIM (2023)
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3.1.2. Kemikalije

U tablici 3. prikazane su kemikalije koriStene u izradi ovog rada te njihova Cistoca i

proizvodac. Kemikalije su koriStene za pripravu hranjivih podloga i razli¢itih otopina koristenih

tijekom pripreme uzoraka za analizu.

Tablica 3. Popis kemikalija

Kemikalija Stupanj Cistoée Proizvodac
kvascev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji Liofilchem, Italija
pepton za upotrebu u biotehnologiji Fischer Scientific, UK
glukoza >99 % Sigma-Aldrich, SAD
glicerol >99,5 % Macron Fine Chemicals, SAD
agar tehnicki Biolife, Italija
cinkov sulfat p.a. Merck KgaA, Njemacka
sumporna kiselina za UPLC, 96 % Merck KgaA, Njemacka
amonijev Klorid >99,5 % CARLO ERBA Reagents,
Italija
kalijev dihidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
magnezijev sulfat heptahidrat >99 % LACH NER d.o.0., Ceska
natrijev hidroksid >98 % Merck KgaA, Njemacka
sumporna kiselina 96%, p.a. Merck KgaA, Njemacka

3.1.3. Hranjive podloge

3.1.3.1. Hranjive podloge za odrzavanje kultura radnih mikroorganizama

Za odrzavanje Cistih kultura radnih mikroorganizama (Yarrowia lipolytica DSM 21175,
Candida lyxosophila JCM 7532, Scheffersomyces stipitis JCM 10742, Saccharomyces cerevisiae
ZIM 3418) koristena je ¢vrsta podloga sljedeceg sastava: 10 g L™ kvascevog ekstrakta, 20 g L™
peptona, 20 g L glukoze i 20 g L agara.

3.1.3.2. Hranjive podloge za inokulum za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama
Za inokulum su koriStene dvije vrste podloga. Prva je klasi¢na teku¢a YPD podloga sastava:

kvaicev ekstrakt — 10 g L, pepton — 20 g L%, glukoza — 20 g L. Druga vrsta je tekuéa YPG
podloga sastava: kvaséev ekstrakt — 10 g L, pepton — 20 g L, glicerol — 20 g L.
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3.1.3.3. Hranjive podloge za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama

Za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama koriStene su 4 razli¢ite podloge. Koristene su YPD
podloga i YPG podloga istog sastava kao i podloge za inokulumte YPD i YPG podloga uz dodatak
25 g L' NaCl-a.

3.1.3.4. Hranjive podloge za inokulum za uzgoje u bioreaktoru

Za pripremu inokuluma za uzgoje provedene u biorektoru s mijesalom koriStene su slijedece

podloge:

(1) kvascev ekstrakt — 1 g L%, glicerol — 20 g L, amonijev klorid (NH4CI) — 5 g L™, kalijev
dihidrogenfosfat (KH2PO4) — 0,25 g L, magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO, - 7H,0) —0,5¢g L

1
(2) YPG podloga sastava opisanog u poglavlju 3.1.3.2.

3.1.3.5. Hranjive podloge za uzgoj u bioreaktoru

Za uzgoje provedene u bioreaktorima koristene su podloge slijedeceg sastava:

(1) kvascev ekstrakt — 1 g L, glicerol — 20 g L, natrijev klorid (NaCl) — 25 g L%, amonijev klorid
(NH4CI) — 5 g L%, kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) — 0,25 g L™, magnezijev sulfat heptahidrat
(MgSO; - 7TH,0) - 0,5g L™,

(2) YPG podloga uz dodatak NaCl-a opisana u poglavlju 3.1.3.3.
3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (Agilent Technologies 1290
Infinity 11, Santa Clara, SAD) sadrzi sljedece dijelove:

- injektor (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nicu
- crpku ( G7104A 1290 Flexible Pump)
- analiticku kolonu (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s

pripadaju¢im pretkolonama

- detektor indeksa loma (G7162A 1260 RID)
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- racunalni program za kromatografiju (OpenLAB CDS).

Za mobilnu fazu koristena je otopina sumporne kiseline (0,0025 M), a protok mobilne faze bio je
0,6 mL min, temperatura kolone iznosi 60 °C a temperatura RID-a 40 °C. Volumen uzorka za

analizu bio je 10 pL.

3.1.4.2. Spektrofotometar

Opticka gustoca uzoraka tijekom uzgoja odredivana je pomocu sprektrofotometra ,,Cary
100 UV-VIS* (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD ). Mjerenje je izvrSeno pri valnoj duljini

od 600 nm u staklenim kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka).

3.1.4.3. Centrifuge

Za izdvajanje biomase iz suspenzije nakon uzgoja u tikvicama koriStena je centrifuga
Thermo Scientific SL 8R (Thermo Fischer Scientific, SAD), a centrifugiranje je izvrSeno pri 8000
o min? i temperaturi od 4 °C u trajanju od 7 minuta. Prilikom priprave uzoraka za analizu na UPLC

koristena je centrifuga CF-10 (Witeg, Wertheim. Njemacka).

3.1.4.4. Bioreaktori s mijesalima

Uzgoj kvasca Y. lipolytica proveden je paralelno u dva bioreaktora u dvije razli¢ite podloge
(poglavlje 3.1.3.5.). Uzgoj u YEG podlozi s dodatkom mineralnih hranjivih tvari proveden je u
bioreaktoru od nehrdajuceg Celika Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) s
ugradenim mijeSalom. Ukupni volumen bioreaktora je 30 L. Ugradeno mijesalo ima tri turbine od
kojih svaka ima 6 lopatica, a pokrete ga elektromotor snage 0,9 kW. Bioreaktor posjeduje i
kontrolnu jedinicu kojom se reguliraju i prate parametri bioprocesa, a tu spadaju temperatura i pH
vrijednost podloge, brzina protoka zraka, parcijalni tlak kisika u podlozi, brzina okretaja mijesala
te razina podloge i pjene u bioreaktoru. Takoder, na bioreaktoru se nalaze dva izlaza za podlogu,

jedan sluZzi za izuzimanje uzoraka, a drugi za praznjenje bioreaktora.

Uzgoj u YPG podlozi opisanoj u 3.1.3.5. proveden je u bioreaktoru Biostat Cplus istog
proizvodaca sli¢nih karakteristika. Bioreaktor je izraden od nehrdajuceg Celika, ukupnog volumena
42 L. Ugradeno mijesalo sadrzi tri podesive turbine od kojih svaka ima po 6 lopatica, a pokrece ga
elektromotor snage 2,09 kW. Bioreaktor je opremljen kontrolnom jedinicom kojom se reguliraju i
prate temperatura, pH vrijednost podloge, brzina protoka zraka, parcijalni tlak kisika u podlozi,

izlazni plinovi (O2 i COy), brzina okretaja mijesala te razina podloge i pjene u bioreaktoru, a
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posjeduje i turbidimetar. Na poklopcu bioreaktora nalaze se ulazni i izlazni membranski filteri za
zrak te ulazi za inokulaciju i dodavanje razlicitih otopina. Takoder, na bioreaktoru se nalaze dva

izlaza za podlogu, jedan sluzi za izuzimanje uzoraka, a drugi za praznjenje bioreaktora.

3.1.4.5. Ostala aparatura i pribor

- su$ionik (Instrumentaria ST-50, Hrvatska)

- autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

- tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Satorius Group, Njemacka)
- zamrzivac (Gorenje, Slovenija)

- tehnicka vaga (Tehnica ET — 1111, Slovenija)

- analiticka vaga (Shimadzu, AX-200 W/O AC ECTA, Japan)

- stakleno 1 plasti¢no laboratorijsko posude

- jednokratni plasti¢ni pribor

3.2. METODE

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

3.2.1.1. Priprema hranjive podloge za odrzavanje kultura radnih mikroorganizama

Za pripremu hranjive podloge za odrzavanje kultura radnih mikroorganizama u 500 mL
demineralizirane vode otopljeno je 5 g kvaséevog ekstrakta, 10 g peptona, 10 g glukoze i 10 g
agara, tako da je dobiven potreban sastav ¢vrste hranjive podloge opisan ranije u poglavlju 3.1.3.1..
Hranjiva podloga je potom sterilizirana u autoklavu na 121 °C u trajanju od 20 minuta. Nakon
sterilizacije podloga je izlivena oprezno u aseptiénim uvjetima u sterilne Petrijeve zdjelice i

ostavljena na sobnoj temperaturi kako bi se ohladila 1 postigla zeljenu ¢vrstu teksturu.

3.2.1.2. Priprema hranjive podloge za inokulum za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama

Hranjive podloge za inokulum koristen za uzgoj mikroorganizama na glukozi kao izvoru
ugljika su YPD podloge pripremljene tako da je u 200 mL demineralizirane vode u Erlenmeyerovoj
tikvici otopljeno 2 g kvas¢evog ekstrakta, 4 g peptona i 4 g glukoze. Takvom odvagom dobivene
su Zeljene masene koncentracije navedene ranije u poglavlju 3.1.3.2.. Podloga je nakon odvage i

otapanja sastojaka sterilizirana u autoklavu na 121 °C u trajanju od 20 minuta.
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Hranjive podloge za inokulum koristen za uzgoj mikroorganizama na glicerolu kao izvoru
ugljika su YPG podloge pripremljene na isti na¢in kao i one za ispitivanje na glukozi, ali je umjesto

glukoze otopljeno 4 g glicerola.

3.2.1.3. Priprema hranjive podloge za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama

Hranjive podloge koristene za uzgoj mikroorganizama na glukozi su pripremljene tako da
je u 100 mL demineralizirane vode otopljen 1 g kvaséevog ekstrakta, 2 g peptona i 2 g glukoze.
Podloge su potom sterilizirane u autoklavu na 121 °C u trajanju od 20 minuta. Pripremljene podloge
jednakih su masenih koncentracija i sastava kao YPD podloga za inokulum. Takoder su
pripremljene YPG podloge istog sastava kao YPD podloge, ali je umjesto glukoze otopljeno 2 g

glicerola.

U svrhu ispitivanja utjecaja osmotskog stresa na proizvodnju metabolita, napravljene su

YPD i YPG podloge s dodanih 2,5 g NaCl-a, odnosno masene koncentracije NaCl-a od 25 g L.

3.2.1.4. Priprema hranjive podloge za inokulum za uzgoj bioreaktoru

Podloga za uzgoj u bioreaktoru sastava opisanog u poglavlju 3.1.3.4. pripravljena je tako
dajeu 1 L demineralizirane vode otopljeno 1 g kvascevog ekstrakta, 20 g glicerola, 5 g amonijevog
klorida (NH4Cl), 0,25 g kalijevog dihidrogenfosfata (KH2PO4), 0,5 g magnezijevog sulfata
heptahidrata (MgSOs - 7H20). Po 250 mL podloge razdijeljeno je u Cetiri Erlenmeyerove tikvice
volumena 500 mL, nakon ¢ega su tikvice s podlogama sterilizirane u autoklavu na 121 °C u trajanju

od 20 minuta.

YPG hranjiva podloga pripremljena je tako da je u 1 L demineralizirane vode otopljeno 10
g kvascevog ekstrakta, 20 g peptona i 20 g glicerola. Dobivena je podloga sastava opisanog u
poglavlju 3.1.3.4. Po 250 mL podloge razdijeljeno je u Cetiri Erlenmeyerove tikvice volumena 500

mL, nakon ¢ega su tikvice s podlogama sterilizirane u autoklavu na 121 °C u trajanju od 20 minuta.

3.2.1.5. Priprema hranjive podloge za uzgoj bioreaktoru

Podloge su pripremljene na sljedeéi nacin:
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(1) Hranjiva podloga opisana u poglavlju 3.1.3.5. pripremljena je tako da je u 7 L demineralizirane
vode otopljeno 7 g kvasceva ekstrakta, 140 g glicerola, 35 g amonijeva klorida, 1,75 g kalijeva

dihidrogenfosfata, 175 g natrijeva klorida i 3,5 g magnezijeva sulfata heptahidrata.

(2) YPG podloga s dodatkom NaCl-a pripremljena je na na¢in da je u 7 L demineralizirane vode
otopljeno 70 g kvascevog ekstrakta, 140 g peptona, 140 g glicerola i 175 g natrijeva klorida tako

da se dobije Zeljeni sastav podloge kako je ranije opisano u poglavlju 3.1.3.5.
3.2.2. Uzgoj kvasaca

3.2.2.1. Aerobni uzgoj kvasaca u podlozi s glicerolom

Inokulum za uzgoj svakog od kvasaca navedenih u poglavlju 3.1.1. pripravljen je tako da
je s ¢vrste podloge u Petrijevim zdjelicama u epruvete s 10 mL teku¢e YPD podloge sterilno
prenesena biomasa Ciste kulture kvasaca. Inokulum u epruvetama je ostavljen preko no¢i, otprilike
24 sata u termostatu na 28 °C. Nakon uzgoja inokuluma, isti je bio prenesen u asepti¢nim uvjetima
u Erlenmeyerovu tikvicu s YPG podlogom ranije spomenutog sastava (poglavlje 3.1.3.3.). Uzgoj
kvasaca proveden je u aerobnim uvjetima pri temperaturi od 28 °C na tresilici pri broju okretaja od
280 0 min*. Koncentracija biomase te koncentracije supstrata i produkata metabolizma praéena je

tijekom uzgoja metodama opisanim u kasnijem poglavlju (3.3. Analiticke metode).

3.2.2.2. Uzgoj kvasaca u podlozi s glukozom kao glavnim izvorom ugljika bez i s dodatkom NaCl-
a te u podlozi s glicerolom kao glavnim izvorom ugljika bez i s dodatkom NaCl-a

U preliminarnom uzgoju koriStene su 4 razli¢ite podloge sastava kako je opisano u poglavlju
3.1.3.3. Inokulum za uzgoj kvasaca u YPD podlozi s i bez dodatka NaCl-a uzgojen je u YPD
podlozi u Erlenmeyerovoj tikvici, a inokulum za uzgoj kvasaca u YPG podlozi s i bez dodatka
NaCl-a bio je uzgojen u YPG podlozi u Erlenmeyerovoj tikvici. Inokulum je ostavljen preko noci,
24 sata pri temperaturi od 28 °C na tresilici pri broju okretaja od 125 o min?. Nakon uzgojenog
inokuluma, po 10 mL istog je preneseno u pripadaju¢u Erlenmeyerovu tikvicu. Koncentracija
biomase te koncentracije supstrata i produkata metabolizma pracena je tijekom uzgoja metodama

opisanim u kasnijem poglavlju (3.3. Analiti¢ke metode).

3.2.2.3. Uzgoj kvasaca u bioreaktoru

Uzgoj kvasaca u podlozi proveden je u aerobnim uvjetima uz stalan protok zraka od 2 L

min't, pH vrijednosti podloge od 3 jedinice, temperaturi od 30 °C te broju okretaja mijesala od 400
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o min?. Hranjiva podloga nacijepljena je inokulumom volumena 500 mL. Od trenutka
nacjepljivanja uzgoj je trajao 46 h prilikom ¢ega su iz bioreaktora uzorci izuzimani u odredenim
vremenskim intervalima te analizirani analitickim metodama opisanim u sljede¢em poglavlju (3.3.

Analiticke metode).

Uzgoj kvasaca u YPG podlozi proveden je takoder u aerobnim uvjetima uz stalan protok
zraka od 2 L min, pH vrijednosti podloge 3, temperaturi od 30 °C te broju okretaja mijesala od
400 o min't, Hranjiva podloga nacijepljena je inokulumom volumena 500 mL. Uzgoj je od trenutka
nacjepljivanja podloge trajao 45 h, a uzorci su takoder iz bioreaktora izuzimani u odredenim

vremenskim intervalima te, kasnije opisanim analitickim metodama (poglavlje 3.3.), analizirani.

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Mjerenje opticke gustoce uzoraka

Uzorci su izuzeti sterilno u plasti¢ne kivete od 15 mL, na vorteksu su homogenizirane te je
spektrofotometrom pri valnoj duljini od 600 nm izmjerena opticka gustoc¢a. Mjerenje je radeno za
originalni uzorak i prvo decimalno razrjedenje uzorka koje je pripremljeno tako da je u 4,5 mL

demineralizirane vode dodano 0,5 mL originalnog uzorka.

3.3.2. Mjerenje koncentracije suhe tvari biomase

Koncentracija suhe tvari biomase mjerila se tako da je po 5 mL uzorka otpipetirano u
unaprijed izvagane i oznacene kivete, a potom je centrifugom centrifugirano pri 8000 o min™ i
temperaturi od 4 °C u trajanju od 7 minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je odvojen u
oznacene kivete 1 zamrznut kako bi se o¢uvao za analizu na UPLC uredaju. Preostali talog je suSen
u suSioniku na 50 °C do konstante mase. Po zavrSetku procesa susenja, kivete su ohladene u
eksikatoru i nakon toga su izvagane na analitickoj vagi. Koncentracija biomase kvasca X (g L)

racuna se prema sljedecoj jednadzbi:

— Mk+bm=Mk
X= v [1]

Gdje je X koncentracija biomase (g L™), mk+bm masa Kivete s biomasom (g), mx masa prazne

kivete (g) i Vuz volumen uzorka (5 L).
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3.3.3. Analiza uzoraka uredajem za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Izdvojeni supernatant kako je opisano u poglavlju 3.3.2. zamrznut je kako bi se ocuvao za
UPLC analizu. Prije pocetka analize uzorak je odleden. U Kivetu od 2 mL otpipetirano je 800 pL
uzorka i 800 pL 10 %-tne otopine cinkovog sulfata heptahidrata. Uzorci su homogenizirani 20
sekundi na vorteksu i ostavljeni na sobnoj temperaturi 10 — 20 minuta. Nakon toga su centrifugirani
5 minuta pri 10 000 o min kako bi se istaloZili proteini i ne¢isto¢e koje mogu uzrokovati smetnje
prilikom analize u UPLC uredaju. Supernatant je propusten kroz filter pora 0,20 pL u staklene

vijalice. Uzorci pripremljeni na ovaj nacin analizirani su UPLC uredajem.

3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

Za odredivanje parametara uspjeSnosti procesa uzgoja kvasaca i dobivanja produkata

metabolizma koriStene su sljedece jednadzbe:

1. Potrosnja supstrata — AS:
AS=S0-S [2]

gdje je AS potrosnja supstrata (g L), So koncentracija supstrata na pocetku uzgoja

(g L), a S koncentracija supstrata na kraju uzgoja (g L™?).

2. Prinos biomase — Yx:
Yx=X-Xo [3]

gdje je Yx prinos mase biomase (g L), Xokoncentracija biomase na pocetku uzgoja

(g L), a X koncentracija biomase na kraju uzgoja (g L?).

3. Prinos produkta metabolizma — Y5p:
Yp=P—Po [4]

gdje je Yp prinos produkta metabolizma (g L™?), Po koncentracija produkta na

pocetku uzgoja (g L?), a P koncentracija produkta na kraju uzgoja (g L™).

4. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu — Y x;s:

Yys = 220 = Ix 5]

5-Sy A4S

5. Koeficijent pretvorbe supstrata u proizvod — Ypys:

P-Py, _Yp

Ypss = 575, s [6]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proveden je uzgoj ne-Saccharomyces kvasaca Yarrowia lipolytica DSM
21175, Candida lyxosophila JCM 7532 i Scheffersomyces stipitis JCM 10742, te kvasca
Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 na podlogama s glicerolom u Erlenmeyerovim tikvicama.
Uzgoji su provedeni u aerobnim uvjetima (n = 180 o min™) kako bi se odredila sposobnost rasta

ne-Saccharomyces kvasaca na glicerolu (poglavlje 4.1.).

Prema dostupnoj literaturi za proizvodnju Secernih alkohola s pomocu kvasaca potrebne su
smanjene koncentracije kisika i/ili dodatak stresora (npr. NaCl, visoka koncentracija Secera, nizak
pH; Rzechonek i sur., 2018). Stoga su uzgoji navedenih kvasaca provedeni u standardnim
podlogama s glukozom i podlogama s glicerolom bez i s dodatkom NaCl-a pri smanjenoj brzini
rotacije (n = 125 o min; poglavlje 4.2.) bez odrzavanja pH vrijednosti podloge. Nakon provedenih
uzgoja odredeni su i kvantificirani proizvodi metabolizma ovih kvasaca te su odredeni parametri

uspjesnosti provedenih uzgoja.

Na temelju dobivenih rezultata, za uzgoje u ve¢em mjerilu (bioreaktor s mijeSalom) odabran je
kvasac Yarrowia lipolytica DSM 21175. Uzgoji su provedeni u YPG podlozi s NaCl-om i podlozi
u literaturi (Yang i sur., 2022) nazvanoj kao podloga za proizvodnju eritritola (poglavlje 3.2.1.5.)

pri snizenoj pH vrijednosti od 3 jedinice (poglavlje 4.3.)

U poglavlju 4.1. prikazani su i raspravljeni rezultati aerobnog uzgoja kvasaca u YPG

podlozi.

U poglavlju 4.2. prikazani su i raspravljeni rezultati uzgoja kvasaca u podlogama: YPD,
YPD s dodatkom NaCl-a, YPG i YPG s dodatkom NaCl-a.

U poglavlju 4.3. prikazani su i raspravljeni rezultati uzgoja kvasca Yarrowia lipolytica DSM
21175 u bioreaktorima s mijeSalima u ,,podlozi za proizvodnju eritritola® i u YPG podlozi s
dodatkom NaCl-a.
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4.1. AEROBNI UZGOJ KVASACA U PODLOZI S GLICEROLOM

U ovom poglavlju prikazani su uzgoji kvasaca u podlozi s glicerolom u aerobnim uvjetima.
Uzgoji su provedeni bez odrzavanja pH vrijednosti podloge pri temperaturi uzgoja od 28 °C i broju
okretaja mijesala od 180 mint. Tijekom provedenih uzgoja glavni produkt metabolizma bila je

biomasa kvasca (slika 4-7).

Glavni produkt kvasca Y. lipolytica DSM 21175 ovim nac¢inom uzgoja, koristeci glicerol
kao supstrat, bio je biomasa (slika 4). Takoder, kvasac je proizveo i manitol, ¢ija je najveca
koncentracija postignuta u 26. satu te je iznosila 0,61 g L™, a koeficijent konverzije supstrata u
manitol iznosio je samo 0,09 g g*. Maksimalna koncentracija biomase postignuta je u 26. satu, a
iznosila je 4,96 g L™ pri ¢emu je prinos biomase 0,46 g g. Tijekom uzgoja iz podloge utroseno je
4,94 g L glicerola, odnosno 23,57 % ukupnog glicerola.

Kvasac Candida lyxosophila je, uz biomasu, proizveo i vrlo malu koli¢inu etanola (slika 5).
Najveéa koncentracija etanola proizvedena je nakon 9,5 sati, a iznosila je 0,33 g L™, uz koeficijent
konverzije od 0,03 g g*. Maksimalna koncentracija biomase iznosila je 4,40 g L, postignuta je u
26. satu, a prinos biomase je 0,29 g g. Prvih 9,5 sati kvasac nije troio glicerol. Unato¢ tome,
kvasac je proizveo biomasu i etanol. Nastajanje biomase i produkta bez troSenja glicerola moze se
objasniti ¢injenicom da kvascev ekstrakt moze sadrzavati 1 do 7 % trehaloze koju kvasac moze

metabolizirati (Zhang i sur, 2003).

Kvasac Scheffersomyces stipitis proizveo je biomasu i etanol (slika 6). Najveca
koncentracija etanola proizvedena je u 24. satu i to 1,00 g L, uz koeficijent konverzije Y etanons =
0,20 g g*. U 26. satu postigao je maksimalnu koncentraciju biomase od 3,9 g L™. Prinos biomase
iznosi 0,49 g g*. Kvasac je nakon 24. sata koristio etanol kao supstrat, a potrogio je neznatnu
koli¢inu glicerola (0,64 g L) prilikom uzgoja u 26 sati. Pretpostavka je, kao i kod kvasca C.

lyxosophila, da je kvasac prvo tro$io trehalozu.

Kvasac Saccharomyces cerevisiae proizveo je biomasu (slika 7). U podlogu je s
inokulumom prenesen i etanol kojeg je kvasac poceo koristiti kao supstrat nakon 2,5 sati. Etanol je
potrosen sav, a pocetna koncentracija iznosila je 1,02 g L. Maksimalna koncentracija biomase
bila je 3,58 g L, uz prinos biomase Y x;s = 0,50 g g, a postignuta je u 2. satu. Kvasac je potrosio

2,87 g L glicerola sto predstavlja 13,60 % ukupnog glicerola u podlozi.
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Slika 4. Aerobni uzgoj kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u YPG podlozi pri 28 °C

stresanjem (n = 180 min™) bez odrzavanja pH vrijednosti podloge
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Slika 5. Aerobni uzgoj kvasca Candida lyxosophila JCM 7532 u YPG podlozi pri 28 °C

stresanjem (n = 180 min) bez odrzavanja pH vrijednosti podloge
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Slika 6. Aerobni uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis JCM 10742 u YPG podlozi pri 28 °C

stresanjem (n = 180 min™!) bez odrzavanja pH vrijednosti podloge
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Slika 7. Aerobni uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 u YPG podlozi pri 28 °C

stresanjem (n = 180 min) bez odrzavanja pH vrijednosti podloge
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Tablica 4. Pokazatelji uspjesnosti procesa aerobnog uzgoja kvasaca u YPG podlozi

Yarrowia Candida Scheffersomyces Saccharomyces
Mikroorganizam lipolytica lyxosophila stipitis cerevisiae
DSM 21175 JCM 7532 JCM 10742 ZIM 3418
Xmax [g L] 4,96 4,40 3,90 3,58
Yxis[99™] 0,46 0,29 0,49 0,50
manitol)max
v (manitohne 0,61 / / /
[gL7]
etanol)max
v _1) ) / 0,33 1,00 /
[gL7]
Y manitol/s [g gl] 0,09 / / /
Y etanol/s [g gl] / 0,03 0,20 /
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4.2. UZGOJ KVASACA U PODLOZI S GLUKOZOM KAO 1ZVOROM UGLJIKA |
ODREDIVANJE PRODUKATA METABOLIZMA TIJEKOM UZGOJA BEZ | S
DODATKOM NacCl-a

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasaca Yarrowia lipolytica DSM 21175,
Candida lyxosophila JCM 7532, Scheffersomyces stipitis JCM 10742 i kvasca Saccharomyces
cerevisiae ZIM 3418 u standardnoj YPD podlozi (slike 8 — 11A) i YPD podlozi uz dodatak
natrijevog klorida (yaci = 25 g L%; slike 8 — 11B). Uzgoji su provedeni u mikroaerofilnim uvjetima
bez odrzavanja pH vrijednosti podloge pri temperaturi uzgoja od 28 °C i pri broju okretaja mijeSala
od 125 min. Uzgoji su provedeni u svrhu odredivanja osnovnih produkata metabolizma navedenih
kvasaca. Tijekom uzgoja pracena je promjena koncentracije biomase mjerenjem opti¢ke gustoce
pri 600 nm, ali i gravimetrijskom metodom opisanom u poglavlju 3.3.2.. Uzorci izuzimani u
odredenim vremenskim intervalima analizirani su na uredaju za tekucinsku kromatografiju ultra
visoke djelotvornosti kako bi se odredili nastali produkti metabolizma. Natrijev klorid u YPD
podlogu dodan je u svrhu postizanja osmotskog stresa i povecanja proizvodnje Secernih alkohola

(Tomaszewska i sur., 2012).
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Slika 8. Uzgoj kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u (A) YPD podlozi i (B) YPD podlozi s
dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH vrijednosti
podloge

U YPD podlozi i u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a, kvasac Y. lipolytica proizveo je
eritritol, glicerol, octenu Kkiselinu i etanol koriste¢i glukozu kao glavni supstrat. Najveca
koncentracija eritritola u YPD podlozi proizvedena je nakon 45 sati i to 0,49 g L, uz koeficijent
konverzije supstrata u proizvod Yeriritors = 0,02 g g, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a najvise
eritritola proizvedeno je nakon 117 sati i to skoro 2,5 puta vise u odnosu U obi¢noj YPD podlozi,
odnosno 1,19 g L, uz koeficijent konverzije supstrata u proizvod Yeriritos = 0,05 g g, Vidljivo
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je kako dodatak NaCl-a u podlogu utjece na povecanje proizvodnje eritritola. U YPD podlozi
najveéa koncentracija glicerola od 1,06 g L™ postignuta je u 21. satu, uz koeficijent konverzije
Ygiicerahs = 0,02 g gX. U YPD podlozi s dodatkom NaCl-a takoder je maksimalna koncentracija
postignuta u 21. satu, ali nesto ve¢a u odnosu na onu u obi¢noj YPD podlozi i iznosi 1,75 g L%, uz
koeficijent konverzije Ygiicerors = 0,06 g g7 §to je 3 puta vise nego u YPD podlozi bez NaCl-a. U
obje podloge proizvedeno je vise glicerola nego eritritola. Dobiveni rezultati slazu Se s podacima
iz literature gdje autori Ghezelbash i suradnici (2012) takoder imaju viSe prinose glicerola u odnosu
na eritritol u podlozi s 1 % kvascevog ekstrakta i pri bazicnim pH vrijednostima. Proizvedena
octena kiselina maksimum koncentracije dosegla je u 117. satu u obje podloge. U YPD podlozi je
ona iznosila 6,17 g L™, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a iznosila je 3,80 g L. Koeficijent
konverzije u YPD podlozi je 0,21 g g*, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a iznosi 0,14 g g*. U
YPD podlozi proizvedeno je skoro dvostruko viSe octene kiseline uz neSto veéi koeficijent
pretvorbe supstrata u proizvod. Prema Fickersu i suradnicima (2020) neki divlji sojevi su pri
koncentraciji glukoze od 60 g L™ i dusikom limitiranim uvjetima proizveli maksimalnu
koncentraciju octene kiseline od 24 g L™ uz koeficijent konverzije od 0,48 g g*. Nadalje, iz
dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da NaCl znacajno utjeCe na smanjenje prinosa octene
kiseline tijekom uzgoja (slika 8). Koncentracija etanola u obje podloge je najveca u 45. satu, u
YPD podlozi proizvedeno je 11,24 g L™ uz koeficijent konverzije Yetnous = 0,39 g g%, au YPD
podlozi s dodatkom NaCl-a proizvedeno je 11,12 g L%, dok koeficijent konverzije iznosi Y etanols =
0,46 g g*. Zapravo, dodatkom NaCl-a proizvedena je priblizno ista koli¢ina etanola, te se moze

pretpostaviti da NaCl nema znacajan utjecaj na proizvodnju etanola.

Glukoza kao glavni supstrat potroSena je u 45. satu u obje podloge. U YPD podlozi, nakon
21. sata kvasac Y. lipolytica poceo je koristiti proizvedeni glicerol kao supstrat, a u 117. satu
potrosen je sav glicerol iz podloge. Takoder, kao supstrat koristeni su eritritol i etanol nakon 45.
sata. U YPD podlozi s dodatkom NaCl-a kvasac je, takoder, nakon 21. sata koristio proizvedeni
glicerol kao supstrat, au 117. satu bio je potroSen gotovo sav. Nakon 45. sata kvasac je kao supstrat
koristio i etanol. Maksimalna koncentracija biomase nije se znacajno razlikovala u podlogama; u
YPD podlozi bila je 5,22 g L™ u 45. satu, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a bila je 6,42 g L™ u
117. satu. Prinosi biomase priblizno su jednaki, u YPD podlozi prinos iznosi 0,09 g g, dok je u

YPD podlozi s natrijevim kloridom prinos biomase 0,10 g g*.
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Slika 9. Uzgoj kvasca Candida lyxosophila JCM 7532 u (A) YPD podlozi i (B) YPD podlozi s
dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH vrijednosti
podloge

U YPD podlozi i u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a kvasac C. lyxosophila proizveo je
eritritol, octenu kiselinu, etanol i glicerol (slika 9). U obje podloge kao glavni supstrat koristena je
glukoza. U obje podloge najveca koncentracija eritritola postignuta je u 45. satu, u YPD podlozi
iznosila je 0,49 g L, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a iznosila je 0,37 g L™, te nije vidljiv
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utjecaj dodatka soli na prinos eritritola kao sto je to kod kvasca Y. lipolytica. Koeficijent pretvorbe
supstrata u eritritol u YPD podlozi je 0,02 g g%, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a 0,01 g g. Iz
slika 9A 1 9B vidljivo je da je u obje podloge proizveden i poliol glicerol. U YPD podlozi najveca
koncentracija proizvedena je u 45. satu i iznosila je 1,08 g L, uz koeficijent konverzije Y giicerols =
0,04 g g*. U YPD podlozi s dodatkom NaCl-a proizvedeno je oko dva puta vise glicerola, a najveéa
koncentracija od 2,42 g L i koeficijentom pretvorbe Y giicerors = 0,11 g g™ postignuta je u 117. satu.
Glicerol, uz etanol u opisanim stresnim uvjetima predstavlja glavni produkt metabolizma. U YPD
podlozi proizvedeno je 1,07 g L octene kiseline, uz koeficijent pretvorbe Y octena kiselinars = 0,04 ¢
gl. Nadalje, dodatak NaCl-a u YPD podlogu ima utjecaj na prinos octene kiseline, tj. uz dodatak
NaCl-a proizvedeno je manje octene Kiseline (Yoctena kiselina = 0,4 g L) uz izrazito nizak koeficijent
pretvorbe od 0,002 g g™ u odnosu na prinos octene kiseline u YPD podlozi (Yoctena kiselina = 1,07 g L
1). Takoder, dodatkom NaCl-a u podlogu proizvedeno je manje etanola uz priblizno isti koeficijent
konverzije supstrata u etanol. U YPD podlozi maksimalna koncentracija postignuta je u 21. satu i
iznosila je 6,94 g L s koeficijentom konverzije supstrata u etanol od 0,28 g g, a u YPD podlozi
s dodatkom NaCl-a postignuta je u 45. satu i iznosila je 5,84 g L, uz koeficijent konverzije Y etanoiis
=0,29gg™

U obje podloge kvasac C. lyxosophila potrosio je svu glukozu u 45. satu. U YPD podlozi
su nakon glukoze kao supstrati koriSteni proizvedeni glicerol i etanol, prilikom ¢ega je kvasac
potroSio sav proizvedeni glicerol. U YPD podlozi s NaCl-om su, nakon glukoze, kao supstrat
koristeni eritritol i etanol te glicerol koji je potrosen sav. Maksimalne koncentracije biomase
postignute su u 117. satu u obje podloge, u YPD podlozi iznosila je 9,96 g L™ uz prinos biomase
0,29 g g*, a u YPD s dodatkom NaCl-a maksimalna koncentracija bila je 10,78 g L™ uz prinos
biomase od 0,35 g g.

29



A YPD / Scheffersomyces stipitis JCM 10742

12
18
10
15,7\
C.'_T 8 = glicerol 12\:80
=) ()
= 5 etanol I o)
g —e—glukoza I o i;
= 4
= 6 @
S = 0D —
L2 3 £
_ N
0 — mm— 0
0 21 45 117
t(h)
B YPDyci 254 Y Scheffersomyces stipitis JCM 10742
12 18
5
9ZI.O 15
E, 8 m critritol 12\%
5 @ = glicerol I 9 8
5 etanol I o>
e 4 —o—(lukoza 6 ?;I,
& 2 =@=0D 3 g
: - &
0 — 0
0 21 45 117

t (h)

Slika 10. Uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis JCM 10742 u (A) YPD podlozi i (B) YPD
podlozi s dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH

vrijednosti podloge

Kvasac Scheffersomyces stipitis JCM 10742 tijekom uzgoja u YPD podlozi proizveo je
glicerol i etanol, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a, uz glicerol i etanol, proizveden je i eritritol
(slika 10). Najveca koncentracija eritritola u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a postignuta je u 117.

satu, a iznosila je 0,40 g L, uz koeficijent pretvorbe supstrata u proizvod Yeriitors = 0,02 g g*. U
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YPD podlozi, najve¢a koncentracija glicerola proizvedena je u 45. satu, a iznosila je 0,49 g L, uz
koeficijent pretvorbe Ygicerors = 0,02 g g*. U YPD podlozi s dodatkom NaCl-a najveca
koncentracija proizvedenog glicerola bila je 1,39 g L™ u 21. satu, a koeficijent pretvorbe supstrata
u glicerol iznosi 0,06 g g. U 21. satu u obje podloge proizvedena je priblizno ista najveca
koncentracija etanola. U YPD podlozi iznosila je 6,47 g L%, a u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a
iznosila je 6,41 g L. Koeficijenti konverzije se razlikuju te je u YPD podlozi on 0,24 g g%, au
YPD podlozi s dodatkom NaCl-a 0,28 g g

Glukoza, kao glavni supstrat, u obje podloge potrosena je u 21. satu. Takoder, nakon 21.
sata kvasac je poceo koristiti etanol kao supstrat, a nakon 45. sata glicerol. U YPD podlozi s
dodatkom NaCl-a je takoder koristio glicerol i etanol nakon 21 h uzgoja kada je iz podloge
iscrpljena sva glukoza. Maksimalna koncentracija biomase u obje podloge je postignuta u 117.
satu, za YPD podlogu ona je iznosila 9,58 g L, uz prinos biomase od 0,28 g g, a za YPD podlogu
s dodatkom NaCl-a maksimalna koncentracija iznosila je 11,56 g L™, uz prinos biomase od 0,37 g
gl. Dodatak NaCl-a nije utjecao na proizvodnju etanola kod kvasca S. stipitis, ali je potaknuo
proizvodnju eritritola i poveéao proizvodnju glicerola. U radu Su i suradnici (2015) uzgojem
kvasca S. stipitis u podlozi s 15 % glukoze proizveli su arabitol u koncentraciji od 2,8 do 3,5 g L
! te0,8do 1,59 L*glicerolai 1,8 do 4,7 g L™ octene kiseline i druge spojeve. Kvasac S. stipitis
JCM 10742 YPD u podlogama sa i bez dodatka NaCl-a nije proizveo arabitol.
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Slika 11. Uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 u (A) YPD podlozi i (B) YPD
podlozi s dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min!) bez odrzavanja pH

vrijednosti podloge

U YPD iu YPD podlozi s dodatkom NaCl-a, kvasac Saccharomyces cerevisiae proizveo je
glicerol i etanol koriste¢i glukozu kao glavni supstrat (slika 11). Iz literature je poznato da kvasac
S. cerevisiae proizvodi samo jedan poliol — glicerol (Erian i Sauer, 2022). U obje podloge najveca
koncentracija glicerola postignuta je u 21. satu; u YPD podlozi bila je 0,62 g L, uz koeficijent

konverzije 0,02 g g, a u YPD s dodatkom NaCl-a najveéa koncentracija bila je skoro 3 puta veéa
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te je iznosila 1,75 g L™ uz koeficijent konverzije 0,07 g g™*. Najveca koncentracija etanola u obje
podloge priblizno je jednaka, a postignuta je u 21. satu. U YPD podlozi iznosila je 6,67 g L, au
YPD s dodatkom NaCl-a 6,15 g L. Koeficijent konverzije u YPD podlozi je 0,31 g g, au YPD
s dodatkom NaCl-a 0,27 g g*. Dodatkom NaCl-a u podlogu poveéana je proizvodnja glicerola, dok

na proizvodnju etanola nema znacajnijeg utjecaja.

U obje podloge glukoza je potrosena u 21. satu. Nakon 21. sata, u YPD podlozi, kvasac je
poceo koristiti glicerol i etanol kao supstrat, s tim da je potrosio sav glicerol. U YPD podlozi s
NaCl-om takoder je nakon 21. sata po¢eo koristiti proizvedeni glicerol i etanol te ih je potrosio do
kraja. Maksimalnu koncentraciju biomase u obje podloge kvasac je postigao u 117. satu, a ona je
iznosila 10,46 g L, ali je u YPD podlozi prinos biomase 0,36 g g*, a u YPD s dodatkom NaCl-a
0,30gg™

Petrovska i suradnice (1999) provele su istrazivanje utjecaja osmotskog stresa na
proizvodnju glicerola u nekoliko kvasaca, a medu kojima je bio i kvasac S. cerevisiae. Pri pocetnoj
koncentraciji glukoze od 50,00 g L™ kvasac je, potrosivsi svu glukozu, proizveo 5,20 g L biomase,
22,20 g L etanola te 1,00 g L glicerola. Koeficijent konverzije supstrata u glicerol bio je kao i u
ovom radu, odnosno 0,02 g g**. Nadalje, rast u mediju s poéetnom koncentracijom glukoze 100,00
g L1 i40,00 g L NaCl-a rezultirao je proizvodnjom 4,40 g L biomase. Takoder, proizvedeno je
23,30 g L etanola i 6,50 g L™ glicerola uz koeficijent konverzije supstrata u glicerol 0,07 g g™,
Sto je jednako koeficijentu dobivenom u ovom radu. Takoder, navode kako je u podlozi s dodatkom

NaCl-a povecanje proizvodnje glicerola odgovor na osmotski stres.
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Tablica 5. Pokazatelji uspjesnosti uzgoja kvasaca Yarrowia lipolytica DSM 21175, Candida lyxosophila JCM 7532, Scheffersomyces stipitis JCM

10742 i kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 u YPD podlozi bez i s dodatkom NaCl-a

Podloga YPD YPD + NaCl
Iarzol’_"ia Candida | Scheffersomyces | Saccharomyces Ia”lol’_"ia Candida | Scheffersomyces | Saccharomyces
Mikroorganizam Ipolytica lyxosophila | Stipitis JCM | cerevisiae ZIM | lIpOlytica lyxosophila | Stipitis JCM | cerevisiae ZIM
DSM 1 Jom 7532 10742 3418 DSM 1 Jom 7532 10742 3418
21175 21175
Xmax [g L] 5,22 9,96 9,58 10,46 6,42 10,78 11,56 10,46
Yxis[g g1 0,09 0,29 0,28 0,36 0,10 0,35 0,37 0,30
¥ (eritritohmex 0,49 0,49 / / 1,19 0,37 0,40 /
[gL7]
v (gliceromax [gLY] | 1,06 1,08 0,49 0,62 1,75 2,42 1,39 1,75
v (octena kiselinamax | ¢ 15 1,07 / / 3,80 0,40 / /
[gL7]

v (etanol)max [g L] 11,24 6,94 6,47 6,67 11,12 5,84 6,41 6,15
Yeritritovs [0 97 0,02 0,02 / / 0,05 0,01 0,02 /
Yaiicerons [9 G 0,02 0,04 0,02 0,02 0,06 0,11 0,06 0,07

Yoctena kiselina/S [g g_l] 0,21 0,04 / / 0,14 0,002 / /
Yetanovs [ 0] 0,39 0,28 0,24 0,31 0,46 0,29 0,28 0,27

34



4.3. UZGOJ KVASACA U PODLOZI S GLICEROLOM KAO 1ZVOROM UGLJIKA |
ODREDIVANJE PRODUKATA METABOLIZMA TIJEKOM UZGOJA BEZ | S
DODATKOM NacCl-a

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasaca Yarrowia lipolytica DSM 21175,
Candida lyxosophila JCM 7532, Scheffersomyces stipitis JCM 10742 i kvasca Saccharomyces
cerevisiae ZIM 3418 u YPG podlozi u kojoj je glavni izvor ugljika — glukoza zamijenjena
glicerolom iste koncentracije (20 g L, YPG, slike 12 — 15A) te u modificiranoj YPG podlozi u
koju je dodan natrijev klorid (y = 25 g L, slika 12 — 15B). Tijekom uzgoja pra¢ena je promjena
koncentracije biomase mjerenjem opticke gustoce pri 600 nm, ali 1 gravimetrijskom metodom
opisanom u poglavlju 3.3.2. Uzorci izuzimani u odredenim vremenskim intervalima analizirani su
na uredaju za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti kako bi se odredili nastali
produkti metabolizma. Uzgoji su provedeni u mikroaerofilnim uvjetima bez odrzavanja pH

vrijednosti podloge pri temperaturi uzgoja od 28°C i pri broju okretaja mijesala od 125 min™.

Uzgoji su provedeni u svrhu odredivanja produkata metabolizma ovih kvasaca. Kao i u prethodnom
poglavlju natrijev klorid dodan je kako bi se postigao osmotski stres i povecala proizvodnja

eritritola.
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Slika 12. Uzgoj kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u (A) YPG podlozi i (B) YPG podlozi s
dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH vrijednosti
podloge

Kvasac Yarrowia lipolytica u YPG podlozi bez i s dodatkom NaCl-a proizveo je eritritol,
manitol, etanol i maltitol koriste¢i glicerol kao glavni supstrat (slika 12). Najvec¢a koncentracija
eritritola u obje podloge proizvedena je u 45. satu. U YPG podlozi iznosila je 0,42 g L*, uz
koeficijent konverzije supstrata u proizvod Yerititors = 0,02 g g™, a u YPG podlozi s dodatkom

NaCl-a najvec¢a koncentracija eritritola bila je nesto veéa, 0,60 g L™, uz dvostruko veéi koeficijent
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konverzije od 0,04 g g*. Manitol je u najvecoj koncentraciji proizveden u 117. satu u obje podloge.
Skoro tri puta veéa koncentracija od 2,32 g L proizvedena je u YPG podlozi, dok je u YPG podlozi
s dodatkom NaCl-a ona iznosila 0,78 g L. Koeficijent konverzije je takoder ve¢i u YPG podlozi i
iznosi 0,13 g g, a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a iznosi 0,05 g g*. Dodatkom NaCl-a doslo
je do povecanja proizvodnje eritritola i smanjenja proizvodnje manitola. Povecanje proizvodnje
eritritola uslijed dodatka NaCl-a moze se objasniti ¢injenicom da kvasci trebaju vise eritritola kako
bi se sprijecio izlazak vode iz stanice uslijed osmotskog stresa. Sukladno tome, viSe se supstrata
metabolizira pentoza fosfatnim putem ¢iji je produkt eritritol, nego glikolizom kojom se uglavnom
proizvodi manitol (Yang i sur., 2014). U svom radu, Tomaszewska-Hetman i Rywinska (2016)
provele su uzgoje s pomocu tri divlja soja kvasca Y. lipolytica u podlozi s glicerolom bez i s
dodatkom NaCl-a. U podlozi s glicerolom bez dodatka NaCl-a maksimalna koncentracija biomase
bila je u rasponu od 18,50 g L™ do 19,80 g L. Proizvedeno je 25,30 do 39,40 g L eritritola uz
koeficijent konverzije supstrata u eritritol od 0,17 do 0,26 g g*. Koncentracija proizvedenog
manitola iznosila je od 16,60 do 20,00 g L. Dodatkom 25 g L* NaCl-a proizvedeno je od 14,60
do 18,30 g L biomase. Koncentracija proizvedenog eritritola bila je u rasponu od 40,10 do 66,80
g L, uz koeficijente konverzije 0,27 — 0,42 g g™*. U podlozi s dodatkom NaCl-a proizvedene su i

znacajno manje koncentracije manitola (3,20 — 6,90 g L™).

U YPG podlozi, uz koeficijent konverzije od 0,01 g g, najveéa koncentracija etanola u
iznosu od 0,18 g L™ proizvedena je u 117. satu. Najveéa koncentracija etanola u YPG podlozi s
dodatkom NaCl-a proizvedena je u 21. satu i iznosila je 0,10 g L™, a koeficijent konverzije je 0,01
g g1, Priblizno iste maksimalne koncentracije maltitola postignute su u 117. satu u obje podloge.
U YPG podlozi bila je 0,51 g L%, uz koeficijent konverzije Y maritois = 0,03 g g%, a u YPG podlozi

s dodatkom NaCl-a iznosila je 0,55 g L, uz nesto veéi koeficijent konverzije od 0,04 g g*.

U 117 sati provodenja uzgoja, kvasac je u YPG podlozi potrosio 77,58 % glicerola, odnosno
17,06 g L, a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a potrosio je nesto manje glicerola, to¢nije 15,14 g
L? $to je 70,29 %. Maksimalnu koncentraciju biomase kvasac je proizveo u 117. satu u obje
podloge, u YPG podlozi 8,44 g L, a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a 11,52 g L. Prinos
biomase iznosi 0,31 g g u YPG podlozi te 0,43 g g* u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a.
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Slika 13. Uzgoj kvasca Candida lyxosophila JCM 7532 u (A) YPG podlozi i (B) YPG podlozi s
dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH vrijednosti
podloge

U YPG podlozi i YPG podlozi s dodatkom NaCl-a kvasac Candida lyxosophila proizveo je
eritritol i etanol na glicerolu kao glavnom supstratu (slika 13). Uz koeficijent konverzije supstrata
u proizvod Yeriritors = 0,04 g g7 najveéu koncentraciju eritritola u YPG podlozi proizveo je u 45.
satu, a iznosila je 0,44 g L. U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a najveéa koncentracija eritritola

iznosila je 0,23 g L™, uz koeficijent konverzije od 0,03 g g, a proizvedena je u 117. satu. U
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literaturi nema dostupnih podataka za proizvodnju eritritola s kvascem C. lyxosophila, iako je u
literaturi poznato da neke vrste kvasaca iz roda Candida mogu proizvoditi razli¢ite Secerne
alkohole. Tako kvasac Candida magnoliae moze proizvoditi arabitol, eritritol, manitol, ksilitol i
glicerol, a kvasac Candida tropicalis moze proizvoditi arabitol, ksilitol i glicerol (Erian i Sauer,
2022). Najvecéa koncentracija etanola u YPG podlozi proizvedena je u 117. satu i uz koeficijent
konverzije Yewnous = 0,13 g g? iznosila je 1,12 g L. U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a
maksimalna koncentracija etanola postignuta u 45. satu bila je 0,41 g L™, a koeficijent konverzije

iznosi 0,08 g g

Kvasac C. lyxosophila je vise glicerola potrosio u YPG podlozi, odnosno 30,33 % ili 6,66
g L glicerola. U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a potrosio je 4,47 g L™! glicerola §to je 20,85 %,
a izmedu 45. i 117. sata, uz troSenje glicerola, kao supstrat troSio je i proizvedeni etanol.
Maksimalna koncentracija biomase postignuta je u obje podloge u 117. satu. U YPG podlozi
iznosila je 6,36 g L™ uz prinos biomase Yx;s = 0,39 g g, dok je dodatkom NaCl-a u YPG podlogu
maksimalna koncentracija biomase bila 9,68 g L™ pri ¢emu je prinos biomase 1,04 g g**. Dodatak

NaCl-a je povecao je proizvodnju biomase, a smanjio proizvodnju etanola i eritritola.
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Slika 14. Uzgoj kvasca Scheffersomyces stipitis JCM 10742 u (A) YPG podlozi i (B) YPG
podlozi s dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min!) bez odrzavanja pH

vrijednosti podloge

Kvasac Scheffersomyces stipitis je, kao i C. lyxosophila, u obje podloge proizveo samo
eritritol i etanol iz glicerola kao glavnog izvora ugljika (slika 14). Najveca koncentracija eritritola
u YPG podlozi bila je 0,30 g L™ u 45. satu, uz koeficijent konverzije Yerititons = 0,02 g g2. U YPG
podlozi s dodatkom NaCl-a najveca koncentracija proizvedena je u 117. satu i iznosila je 0,39 g L~

L uz isti koeficijent konverzije kao u YPG podlozi bez dodatka NaCl-a, odnosno 0,04 g g*. Najveéa

40



koncentracija etanola u YPG podlozi proizvedena je u 117. satu, a u YPG podlozi s dodatkom
NaCl-a u 45. satu. U YPG podlozi iznosila je 0,50 g L uz koeficijent konverzije Y etanois = 0,06 g
g, a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a bila je 0,99 g L? te je koeficijent konverzije dvostruko

vedi, to¢nije 0,12 g g.

U YPG podlozi, kvasac S. stipitis potrosio je 8,06 g L* glicerola, odnosno 37,40 % ukupnog
glicerola, a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a potrosio je 7,59 g L%, §to predstavlja 34,47 %
ukupne koli¢ine glicerola. Maksimalnu koncentraciju biomase dosegao je u 117. satu. Maksimalna
koncentracija biomase nije se uvelike razlikovala u dvije podloge; u YPG podlozi bila je 9,38 g L
1 a u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a 10,70 g L™. Prinosi biomasa takoder se ne razlikuju
znacajno, odnosno u YPG podlozi je 0,75 g g, au YPG podlozi s dodanim NaCl-om 0,78 g g™.
Dodatkom NaCl-a povecana je proizvodnja oba produkta, eritritola i etanola, ali bez zna¢ajnijeg

utjecaja na proizvodnju biomase.
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podlozi s dodatkom NaCl-a (25 g L) pri 28 °C stresanjem (n = 125 min) bez odrzavanja pH

vrijednosti podloge

Kvasac Saccharomyces cerevisiae u YPG podlozi bez i s dodatkom NaCl-a proizvodi etanol

(slika 15). U 45. satu je postignuta najveca koncentracija etanola u obje podloge. U YPG podlozi

bila je 0,90 g L?, a u YPG s dodatkom NaCl-a 0,71 g L. Koeficijenti konverzije priblizno su
sli¢ni, odnosno u YPG podlozi je 0,09 g g*, a u YPG s dodatkom NaCl-a 0,08 g g™.
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Kvasac je potrosio skoro istu koli¢inu glicerola u obje podloge. To¢nije, u YPG podlozi
potroseno je 8,85 g L? sto je 41,73 % ukupnog glicerola. U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a
potroseno je 8,67 g L (39,46 %) glicerola. Maksimalna koncentracija biomase u obje je podloge
postignuta u 117. satu. U YPG podlozi iznosila je 9,80 g L™, uz prinos biomase od 0,67 g g, a u
YPG podlozi s dodatkom NaCl-a iznosila je neznatno manje, 9,60 g L™ i uz nesto manji prinos

biomase od 0,53 g g*. Dodatak NaCl-a nije imao znadajnijeg utjecaja na rast biomase.
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Tablica 6. Pokazatelji uspjesnosti uzgoja kvasaca Yarrowia lipolytica DSM 21175, Candida lyxosophila JCM 7532, Scheffersomyces stipitis JCM

10742 i kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 u YPG podlozi bez i s dodatkom NaCl-a

Podloga YPG YPG + NaCl
Iarzol’_"ia Candida | Scheffersomyces | Saccharomyces Ia”lol’_"ia Candida | Scheffersomyces | Saccharomyces
Mikroorganizam Ipolytica lyxosophila stipitis cerevisiae ZIM | llpolytica lyxosophila stipitis cerevisiae
DSM 1 JeMm 7532 | ICM 10742 3418 DSM 1 Jom 7532 | JCM 10742 ZIM 3418
21175 21175
Xmax [9 L] 8,44 6,36 9,38 9,80 11,52 9,68 10,70 9,60
Yxis[g g1 0,31 0,39 0,75 0,67 0,43 1,04 0,78 0,53
¥ (eritritohmex 0,42 0,44 0,30 / 0,60 0,23 0,39 /
[gL7]
v (etanol)max [g L] 0,18 1,12 0,50 0,90 0,10 0,41 0,99 0,71
¥ (manitol)max [g L™] 2,32 / / / 0,78 / / /
v (maltitol)max[g L] | 0,51 / / / 0,55 / / /
Yeritritovs [0 97 0,02 0,04 0,02 / 0,04 0,03 0,04 /
Yetanovs [ 0] 0,01 0,13 0,06 0,09 0,01 0,08 0,12 0,08
Ymanitol/S [g g_l] 0,13 / / / 0,05 / / /
Y mattitol/s [Q g'l] 0,03 / / / 0,04 / / /
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4.4. UZGOJ KVASCA Yarrowia lipolytica DSM 21175 U BIOREAKTORIMA S
MIJESALOM

Uzgoji kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 provedeni su u bioreaktorima s mijesalom
(opisanim u poglavlju 3.1.4.1.), pri pH vrijednosti od 3 jedinice i temperaturi od 30 °C, u
mikroaerofilnim uvjetima (Fza = 2 L min™) i pri brzini okretaja mijesala od 400 min™. Kao
podloge za uzgoje koristene su dvije razli¢ite podloge opisane u poglavlju 3.1.3.5., YPG podloga
s dodatkom NaCl-a i podloga s glicerolom uz dodatak NaCl-a koja je u literaturi opisana kao
,podloga za proizvodnju eritritola® (Yang i sur., 2022). Tijekom uzgoja pracena je promjena
koncentracije biomase mjerenjem opticke gustoce pri 600 nm, ali 1 gravimetrijskom metodom
opisanom u poglavlju 3.3.2. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim razmacima te su
analizirani na uredaju za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti kako bi se odredili
nastali produkti metabolizma. U obje podloge NaCl je dodan u svrhu izazivanja osmotskog stresa

kao i u prethodnim uzgojima.

Uzgoj u bioreaktorima proveden je s ciljem proizvodnje Secernih alkohola, primarno

eritritola (slike 16 i 17).
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Slika 16. Uzgoj kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u podlozi za proizvodnju eritritola pri 30

°C, pH vrijednosti podloge od 3 jedinice, okretajima mijesala 400 min i protoku zraka 2 L min*
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Slika 17. Uzgoj kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a pri
30 °C, pH vrijednosti podloge od 3 jedinice, okretajima mijesala 400 min? i protoku zraka 2 L
min’t
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Kvasac Y. lipolytica u bioreaktoru u podlozi za proizvodnju eritritola (slika 16) proizveo je
biomasu i eritritol koriste¢i glicerol kao glavni supstrat. Najveéa koncentracija eritritola
proizvedena je u 45. satu i iznosila je 0,40 g L. Koeficijent pretvorbe supstrata u eritritol iznosi
0,02 g g. Maksimalna koncentracija biomase postignuta je u 26. satu 3,72 g L™ uz prinos biomase

0d 0,12 g g*. Kvasac je potrosio sav glicerol u 45 sati uzgoja, odnosno 19,63 g L.,

U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a (slika 17) kvasac Y. lipolytica u bioreaktoru je proizveo
biomasu, eritritol, manitol i maltitol. Najveca koncentracija eritritola proizvedena je u 46. satu i
iznosila je 0,24 g L, §to je skoro dva puta manje nego u podlozi za proizvodnju eritritola.
Koeficijent pretvorbe supstrata u eritritol iznosi 0,01 g g, odnosno dva puta manje u odnosu na
onaj u podlozi za proizvodnju eritritola. Za razliku od uzgoja u podlozi za proizvodnju eritritola, u
YPG podlozi s dodatkom NaCl-a kvasac je, uz eritritol, proizveo manitol i maltitol. U 46. satu
uzgoja, proizvedena je najveca koncentracija manitola u iznosu od 0,91 g L?, a koeficijent
pretvorbe je Y manitors = 0,07 g g1. Najveéa koncentracija maltitola od 0,23 g L™ postignuta je u 27.
satu. Koeficijent konverzije supstrata u manitol je 0,02 g g™. Kvasac je potrosio dosta manje
glicerola u ovoj podlozi u odnosu u podlozi za proizvodnju eritritola, to¢nije potrosio je 12,14 g L~
1 $to je 67,52 % od ukupne koli¢ine glicerola. Nakon 27. sata kao supstrat iskoristio je sav
proizvedeni maltitol. Maksimalna koncentracija biomase bila je u 27. satu i iznosila je 8,70 g L™,

a prinos biomase Yx;s =0,35g g™.

U obje podloge inokulumom je prenesen i etanol u koncentraciji od 0,02 g L. Kvasac Y. lipolytica
etanol je proizveo prilikom uzgoja inokuluma u mikroaerofilnim uvjetima, a u bioreaktoru ga je
potrosio kao supstrat. Kvasac Y. lipolytica ne moZe proizvoditi etanol u aerobnim uvjetima kao $to
su bili u bioreaktoru prilikom uzgoja, ali moZe ga koristiti kao izvor ugljika pri koncentracijama
do 3 %. U ve¢im koncentracijama etanol djeluje toksi¢no na stanice kvasca (Gongalves i sur.,

2014).

Egermeier i suradnici (2017) ispitivali su metaboli¢ku prilagodljivost kvasca Yarrowia
lipolytica prilikom rasta na glicerolu. Pri pH vrijednosti podloge od 3 jedinice u bioreaktoru kvasac
Y. lipolytica DSM 21175 proizveo je 25,40 g L' manitola uz koeficijent konverzije supstrata u
manitol od 0,27 g g i 1,00 g L™ eritritola uz koeficijent konverzije Y eritritors = 0,01 g g*. Takoder,
proizvedeno je i 0,60 g L limunske kiseline, a koeficijent konverzije supstrata u limunsku kiselinu

je 0,01 g g*. Proizvedeno je 20,90 g L™ biomase, a kao glavni supstrat koristili su &isti glicerol.

Kako je 1 bilo o¢ekivano, vise eritritola proizvedeno je u podlozi za proizvodnju eritritola.
Optimalna hranjiva podloga za proizvodnju eritritola sadrzi izvor duSika u obliku amonijevog

sulfata, amonijevog klorida ili kvas¢evog ekstrakta. Osim toga, jedan od najvaznijih spojeva
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podloge je kalijev dihidrogenfosfat koji utjeCe na fiziologiju i metabolizam stanica kvasca, dok
prisutnost NaCl-a u podlozi izaziva osmotski stres $to potice proizvodnju Secernih alkohola

(Rywinska i sur., 2015).

Tablica 7. Pokazatelji uspjes$nosti uzgoja kvasca Yarrowia lipolytica DSM 21175 u ,,podlozi za

proizvodnju eritritola“ i u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a

Podloga ,,Podloga-za-proizvodnju VPG + NaCl
eritritola“

Xmax [9 L] 3,72 8,70
Yxis[g 9™ 0,12 0,35

v (eritritol)max [g L] 0,40 0,24
v (manitol)max [g L] / 0,91
v (maltitol)max [g L™ / 0,23
Yeritritovs [0 97 0,02 0,01

Y manitolss [9 9] / 0,07

Y mattitols [9 7] / 0,02
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu izvedeni su sljedeci zakljuéci:

1. Ne-Saccharomyces kvasci Yarrowia lipolytica DSM 21175, Candida lyxosophila JCM 7532,
Scheffersomyces stipitis JCM 10742 i kvasac Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 mogu rasti i

proizvoditi biomasu u podlozi s glicerolom u aerobnim uvjetima.

2. Kvasci Y. lipolytica DSM 21175, C. lyxosophila JCM 7532, S. stipitis JCM 10742 uzgojeni u
YPD podlozi i u YPD podlozi s dodatkom natrijevog klorida proizveli su sec¢erni alkohol eritritol.
Najveci prinos eritritola medu testiranim kvascima odreden je za kvasac Y. lipolytica DSM 21175

tijekom uzgoja u YPD podlozi s dodatkom NaCl-a.

3. Dodatak NaCl-a u YPD podlogu povecava prinos eritritola kod kvasca Y. lipolytica DSM 21175.
U YPD podlozis NaCl-om proizvedeno je 1,19 g L eritritola $to je za oko 140 % vise nego tijekom
uzgoja u YPD podlozi bez dodatka NaCl-a (jriritot = 0,49 g L™). Osim toga, dodatak natrijevog
klorida u YPD podlogu utje¢e na smanjenje prinosa octene kiseline kod kvasaca Y. lipolytica DSM
21175 za 0ko 38 % (joctenakis, YpD = 6,17 g L™, octenakis, yo+nact = 3,80 g L™).

4. Kvasci Y. lipolytica DSM 21175, C. lyxosophila JCM 7532 i S. stipitis JCM 10742 tijekom
uzgoja u YPG podlozi i u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a proizveli su relativno male

koncentracije eritritola (eritiol = 0,23 — 0,60 g L™).

5. Kvasac Y. lipolytica DSM 21175, osim eritritola, u YPG podlozi bez i s dodatkom NaCl-a
proizvodi i manitol i maltitol. U YPG podlozi kvasac Y. lipolytica DSM 21175 proizvodi 2,23 g L
! manitola i 0,51 g L*? maltitola. Dodatak NaCl-a u YPG podlogu negativno utjee na prinos
manitola, te je postignuta koncentracija manitola gotovo tri puta manja od prinosa u YPG podlozi

i iznosi 0,78 g L. Dodatak NaCl-a nema utjecaj na prinos maltitola (ymaitor, vec+nact = 0,55 g L™D).

6. Kvasac Y. lipolytica DSM 21175 raste i proizvodi eritritol u ,,podlozi za proizvodnju eritritola“
i YPG podlozi uz dodatak NaCl-a tijekom Sarznog uzgoja pri pH vrijednosti podloge od 3 jedinice
u mikroaerofilnim uvjetima. U ,,podlozi za proizvodnju eritritola“ proizvedeno je skoro dvostruko
vi§e eritritola u odnosu na uzgoj proveden u YPG podlozi s dodatkom NaCl-a te nisu detektirani
drugi Secerni alkoholi. U YPG podlozi s dodatkom NaCl-a proizveden je i manitol u koncentraciji
od 0,91 g Lt te maltitol u koncentraciji od 0,23 g L.

7. Kako bi se povecali prinosi i optimirala proizvodnja Zeljenog Se¢ernog alkohola tijekom uzgoja

na podlogama s glicerolom potrebno je provesti daljnju optimizaciju procesa.
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7. PRILOZI

Tablica 8. Jednadzbe bazdarnih pravaca koristenih za odredivanje i kvantifikaciju produkata

metabolizama kvasaca

tr (mMin) Spoj jednadZba bazdarnog pravca R?
5,080 glukoza A =140381,12 yglukoza — 157,58 1,000
5,963 manitol A = 140550 ymanitol +123,3 0,9999
6,427 ksilitol A =141414,03 yxsilitol + 799.15 1,0000
6,564 eritritol A = 131066 yeritritol + 3870,60 0,9999
6,927 mlije¢na Kkiselina A = 68594 ymiijecna kiselina — 1912,5 0,9998
7,292 glicerol A = 115438 yglicerol + 2603.5 0,9999
7,683 octena kiselina A = 68165 Yoctena kiselina -2189,8 0,9999
10,074 etanol A = 484161 yetanol + 737.97 0,9999




IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja BRANIMIR BURIC izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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