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1. UVvOD

Kvasac Saccharomyces cerevisiae vazan je industrijski mikroorganizam koji energiju
dobiva oksidativnom razgradnjom glukoze i drugih ugljikohidrata (Novak i1 Mari¢, 1995;
Novak i sur., 2000). Ima Siroku primjenu u biotehnologiji (Grba, 2010), ubraja se medu
najbolje proucene eukariotske organizme, a ujedno je i prvi eukariotski organizam Ciji je
genom u potpunosti sekvencioniran (Goffeau i sur., 1996). Koristi se u istrazivanjima gotovo
svih procesa u eukariotskoj stanici, raznih bolesti i apoptoze te je modelni organizam u
istrazivanju genske terapije i proizvodnje bioetanola (Madeo i sur., 2002; Longo i sur., 2012;

Khurana i Lindquist, 2010; Dunlop, 2011).

Osim u klasiénim biotehnoloskim procesima te u istrazivanjima iz podrucja
molekularne biologije i genetike, kvasac S. cerevisiae koristi se i u proizvodnji biogoriva jer
tolerira visoku koncentraciju etanola. (Bio)etanol se sve ¢esce koristi kao zamjena za klasi¢na
goriva, no za njegovu dosadasnju proizvodnju najcesce su koristene skrobne sirovine, koje se
koriste u prehrani ljudi 1 stoke, §to je proces Cinilo neekonomi¢nim. Alternativa Skrobnim
sirovinama su otpadne lignocelulozne sirovine (ostaci drvne, poljoprivredne i prehrambene
industrije, Wyman, 2001). Ove sirovine sadrze komplekse ugljikohidratnih polimera celuloze,
hemiceluloze i lignina te se zbog ekoloskih, ekonomskih i energetskih prednosti sve vise
istrazuje njihova primjena u biotehnoloskoj proizvodnji (Sanchez 1 Cardona, 2008). Naime,
uzgoj biljaka od kojih se dobivaju lignocelulozne sirovine ne konkurira poljoprivrednim
kulturama i znatno je jeftiniji od konvencionalnih poljoprivrednih usjeva (Lynd i sur., 2002).
Ipak, Siroka primjena lignoceluloznih materijala jos je uvijek ograni¢ena zbog nemoguénosti
mikroorganizama da direktno fermentiraju ovakve sirovine (Sanchez i Cardona, 2008). Zbog
toga se proizvodnja biogoriva odvija u nekoliko faza: predtretman lignocelulozne sirovine za
delignifikaciju, odnosno oslobadanje celuloze i hemiceluloze prije hidrolize; hidrolizu
celuloze i hemiceluloze pri ¢emu nastaju fermentabilni Seéera (glukoza, ksiloza, arabinoza,
galaktoza, manoza) te na kraju slijedi fermentacija Secera. Postoji nekoliko tipova
predtretmana lignoceluloznih sirovina: kemijski, fizikalno-mehanicki, fizikalno-kemijski i
bioloski (Menon i Rao, 2012), a sam odabir predtretmana ovisi 0 vrsti to jest kemijskom
sastavu sirovine, te o svojstvima mikroorganizma koji ¢e provesti fermentaciju. No,
predtretmanom lignoceluloznih sirovina nastaju i spojevi koji inhibiraju rast proizvodnih
sojeva kvasca S. cerevisiae te inhibiraju fermentaciju. Neki od inhibitora koji nastaju

kemijskim predtretmanom su octena, levulinska i mravlja kiselina, hidroksimetilfurfural
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(HMF) te razni fenoli (Jonsson i sur, 2013). Zbog svega navedenog u novije vrijeme
konstruiraju se geneticki modificirani sojevi kvasca otporniji na inhibitore rasta, koji ujedno
mogu i fermentirati lignocelulozne sirovine (Dunlop 2011; Jonsson i sur., 2013).

Konkretni cilj ovog rada je istraziti da li pojacana ekspresija pojedinih gena (ATR1,
CTAL, FLR1, GSH1, YAP1l i ZWF1l) moZe rezultirati veCom rezistencijom kvasca S.
cerevisiae na octenu i levulinsku kiselinu te 2-furaldehid, koji nastaju kemijskim
predtretmanom lignoceluloznih sirovina. Osim toga, bit ¢e provjereno i da li pojacana

ekspresija ovih gena utjece na sposobnost fermentacije konstruiranih sojeva.



2. TEORIJSKI DIO

Zadnjih desetljeca, uslijed ubrzanog industrijskog razvoja, zabiljeZzen je znacajan porast
potrosnje neobnovljivih izvora energije, kao §to su nafta, ugljen i prirodni plin $to je dovelo
do iscrpljivanja njihovih zaliha i potrebe za alternativnim izvorima energije. Zbog toga se
paznja usmjerila ka proizvodnji biogoriva koja se dobivaju preradom obnovljivih izvora
energije i organskih tvari zivotinjskog ili biljnog podrijetla (poljoprivredni ostaci,
lignocelulozna biomasa) (Wyman, 2001; Ivan¢ié¢ Santek i sur., 2016). Lignocelulozne sirovine
koje se primjenjuju u biotehnologiji (engl. Lignocellulosic composites, LCS) otpad su iz
poljoprivredne i drvne industrije, sastoje se od celuloze, hemiceluloze i lignina, a njihov to¢an
kemijski sastav ovisi o vrsti i porijeklu sirovine. Budu¢i da kvasac ne moze koristiti spojeve iz
lignoceluloznih sirovina za rast i fermentaciju, ovakve je sirovine potrebno prethodno
obraditi, no prilikom njihove obrade nastaju nusprodukti kao S§to su octena, mravlja i
levulinska kiselina, 2-furaldehid, hidroksimetilfurfural i razli¢iti fenoli (Talebnia i sur., 2010).
Osim o vrsti sirovine, proces fermentacije ovisi i 0 izboru proizvodnog mikroorganizma pri
¢emu se mogu koristiti mikroorganizmi izolirani iz prirodnog stanista, iz postojecih zbirki
mikroorganizama, dobiveni nasumi¢nom mutagenezom, primjenom metabolickog ili
genetiCkog inzenjerstva. Idealne karakteristike mikroorganizma za proizvodnju etanola bile bi
Sto veca sposobnost konverzije supstrata u produkt, visok prinos proizvoda te tolerancija na
visoke koncentracije etanola i ostalih inhibitora prisutnih u hidrolizatu (octena kiselina, furani,
fenoli). Upravo zbog nemoguénosti fermentacije i rasta kvasca na spojevima iz
lignoceluloznih sirovina, istrazuju se geneticke modifikacije kvasca S. cerevisiae koje bi
omogucile Sto bolji rast i fermentaciju Secera u prisutnosti navedenih inhibitora (Almeida i

sur., 2009).
2.1. Kvasci koji se koriste za proizvodnju bioetanola

Kvasci pogodni za alkoholno vrenje svrstani su uglavnom u rod Endomycetales, s
najbrojnijom porodicom Saccharomycetaceae koja sadrzi 4 potporodice, od kojih
Saccharomycoidae obuhvaca 13 rodova. Veli¢ina stanica kvasca ovisi 0 vrsti i uvjetima rasta
(neki kvasci su veli¢ine 2 — 3 pm dok neki mogu biti 20 — 50 um). Najbolje prouceni rod je
Saccharomyces koji obuhvaca oko 30 vrsta koje su od velikog industrijskog i ekonomskog
znacaja. Kvasci za rast zahtijevaju makronutrijente (ugljik, dusik, kisik, sumpor, fosfor, natrij

1 magnezij) u milimolarnim koncentracijama te vitamine i elemente u tragovima kao §to su:
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kalcij, bakar, Zeljezo, mangan i cink. Vecina laboratorijskih i industrijskih kvasaca raste pri
temperaturi 20 — 30 °C, a optimalan pH za uzgoj kvasaca je izmedu 4,5 — 5,5 te ovisi 0
prisutnosti organskih i mineralnih kiselina (Walker, 2009). Najpoznatija laboratorijska i
industrijska vrsta kvasca je Saccharomyces cerevisiae, ¢ija ekonomska vaznost lezi u mnostvu
podvrsta (sojeva, izolata), vrlo brzoj fermentaciji Secera do etanola i CO, te visokoj toleranciji
na etanol, zbog cega se najcesc¢e koristi u procesu proizvodnje etanola (Grba, 2010). Kvasac
S. cerevisiae fermentira glukozu, fruktozu, maltozu i saharozu, ali ne moze fermentirati
pentoze 1 laktozu §to predstavlja jedan od glavnih problema pri proizvodnji bioetanola iz
lignoceluloznih sirovina. Ovaj problem moze se rijeSiti konstrukcijom proizvodnog
mikroorganizma, koji ima sposobnost fermentacije razli¢itih supstrata 1 pove¢anu toleranciju
na etanol, primjenom metoda genetiCkog inzenjerstva. S druge strane, moguca je i primjena
kvasaca koji imaju prirodnu sposobnost fermentacije pentoza (rodovi Candida i Pichia), no u
tom slucaju glavni je nedostatak manji stupanj konverzije supstrata u produkt (Walker, 2009).
Buduc¢i da hidrolizati lignoceluloznih sirovina sadrze zna¢ajnu koli¢inu pentoza, kao S§to su
ksiloza i arabinoza, koje kvasac S. cerevisiae ne moze iskoristiti, genetickim modifikacijama
zeli se povecati sposobnost fermentacije pentoza i otpornost na inhibitore tijekom razgradnje
lignoceluloznih sirovina, a time povecati ekonomicnosti i prinos procesa (Mari¢, 2000,

Alriksson i sur., 2010).
2.1.1. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae jednostani¢na je gljiva poznata kao pivski, pekarski,
prehrambeni kvasac. Optimalna temperatura za rast kvasca S. cerevisiae je oko 28 °C, a
optimalan pH u intervalu od 3,5 do 5. Moze rasti u aerobnim i anaerobnim uvjetima
(fakultativni anaerob) pri ¢emu tijekom anaerobne respiracije razgraduje glukozu do etanola i
CO; (Walker, 2009). S. cerevisiae raste u obliku pojedina¢nih ovalnih stanica, ¢ija veli¢ina
ovisi o ploiditetu. Haploidna stanica kvasca ima 16 kromosoma veli¢ine od 200 do 2000 kb,
plazmid 2p veli¢ine 6,318 kb 1 mitohondrijsku DNA veli¢ine 70 do 76 kb (Sherman, 2002).
Bioinformati¢kom analizom soja S288C, potvrdeno je da sadrZi oko 6604 otvorenih okvira
Citanja (engl. open reading frame, ORF), iako je eksperimentalno potvrdeno samo 4806

(72,74 %) (Saccharomyces Genome Database).
U laboratorijskim uvjetima stabilno se aseksualno razmnozava pupanjem kao haploid ili
diploid, pri ¢emu iz stanice majke nastaju dvije stanice kéeri. Haploidni i diploidni stani¢ni

ciklus povezani su konjugacijom i sporulacijom, pri ¢emu haploidni sojevi mogu biti a ili a



tipa parenja, ovisno o informaciji koja se nalazi u lokusu MAT na III. kvas¢evom kromosomu.
Stanice a tipa parenja proizvode feromon a-faktor, dok stanice o tipa parenja proizvode
feromon a-faktor. Feromoni se vezu na receptore na povrsini stanica suprotnog tipa parenja,
zaustavlja se stani¢ni ciklus u G1 fazi te dolazi do fuzije i nastanka diploidne stanice. Dakle,
krizanjem haploidnih stanica suprotnog tipa parenja nastaju diploidne stanice a/a tipa parenja,
koje u odgovaraju¢im uvjetima (pri nedostatku izvora dusika i uz nefermentabilni izvora
ugljika kao Sto je acetat) ulaze u mejoticku diobu i sporuliraju pri ¢emu nastaju cetiri
haploidne askospore od kojih su dvije a, a dvije a tipa parenja (Herskowitz, 1988).

Saccharomyces cerevisiae stolje¢ima se koristi u tradicionalnoj biotehnologiji:
vinarstvu, pekarstvu i pivarstvu (Grba, 2010), a u zadnjih nekoliko desetlje¢a i u proizvodnji
biogoriva (Héhn-Hagerdal i sur., 2007; Dunlop, 2011). Kvasac je prvi eukariotski organizam
¢iji je genom u potpunosti sekvencioniran (Goffeau i sur., 1996) 1 ima Siroku primjenu kao
modelni eukariotski organizam u istrazivanjima apoptoze (Owsianowski 1 sur., 2008; Madeo i
sur., 2002), starenja (Burhans i Weinberer, 2007; Longo i sur., 2012), neurodegenerativnih
bolesti (Khurana 1 Lindquist, 2010) te genske terapije zbog izrazito uspjeSne homologne
integracije transformiraju¢e DNA (Hinnen i sur. 1978; Orr-Weaver i sur., 1981). Osim toga,
kvasac se koristi i u modernoj biotehnologiji za proizvodnju razli¢itih lijekova (Menacho-
Marquez i Marguia, 2007) i finih kemikalija (Chemler i sur., 2006).

Pozeljna karakteristika kvascevih sojeva u vinarstvu 1 pivarstvu je flokulacija,
reverzibilna agregacija stanica kvasca, pri kojoj nastaju nakupine stanica sli¢ne pahuljama
(flokule) koje omogucavaju bolje 1 ucinkovitije izdvajanje 1 procCiS¢avanje proizvoda.
Industrijski sojevi kvasca ve¢inom nedovoljno ili uopce ne flokuliraju, dok u laboratorijskim
uvjetima flokulacija predstavlja problem zbog otezane manipulacije stanicama, no flokulacija
moze biti i jedan od mehanizama odgovoran za toleranciju na visoke koncentracije etanola i
inhibitora rasta. Proces flokulacije zapo€inje u to¢no odredenoj fazi fermentacije, npr. kod
proizvodnje piva zapocinje ulaskom u stacionarnu fazu rasta (Donalies i sur, 2008). Sam
proces jo$ nije potpuno razjasnjen, no zna se da na proces utjecu vanjski faktori kao Sto su
temperatura (5 — 15 °C), pH (3,5 — 5,8) (Vestrepen i sur., 2003), osmotski stres, koncentracija
etanola (10 %, v/v), dostupnost nutrijenata, ioni kalcija (10° — 10® mol L™?) i cinka (Soares,
2010). Geni FLO bitni su za proces flokulacije kvasca jer kodiraju za membranske
glikoproteine (flokuline) koji se nakon translacije transportiraju do povrSine i ugraduju u
stani¢nu stijenku. Flokulacija kvasca bazira se na vezanju molekula lektina (glikoproteina

kojima su potrebni kalcijevi ioni da bi imali aktivhu konformaciju) s mananima stani¢ne



stijenke susjednih stanica kvasca. Kako bi se omogucila sposobnost flokulacije
laboratorijskim ili industrijskim sojevima kvasca koji ne flokuliraju, a time i rezistencija na
visoke koncentracije etanola i druge stresne faktore, ugradeni su im geni FLO1 i FLO5

izolirani iz sojeva kvasca koji imaju sposobnost flokulacije (Soares, 2010).
2.1.1.1. Geneticke modifikacije kvasca Saccharomyces cerevisiae

Prijenos genetickog materijala moze biti horizontalan i vertikalan, pri ¢emu vertikalni
prijenos gena podrazumijeva prijenos sa stanice majke na stanicu kcer, dok horizontalni
prijenos podrazumijeva izmjenu genetiCkog materijala izmedu razli¢itih stanica (jedinki)
odnosno vrsta. Horizontalni prijenos gena kod mikroorganizama obuhvaca tri procesa unosa
DNA u ciljnu stanicu: konjugaciju, transdukciju i transformaciju. Konjugacija je prijenos
genetiCkog materijala iz stanice donor u stanicu recipijent direktnim kontaktom preko pilusa
(u slucaju bakterija) ili fuzijom stanica tijekom parenja kvasaca, dok je transdukcija prijenos
gena iz jedne bakterije u drugu pomoc¢u bakterijskih virusa. Transformacija je najceSce
koriStena metoda za unos zeljenih gena u stanice bakterija 1 kvasca, unoSenjem gole DNA

koja uzrokuje promjenu genotipa i fenotipa transformirane stanice.

Geneticki materijal stanice podloZzan je oStecenjima, koja ovisno o mehanizmu
popravka, mogu zavrS$iti bez promjene u slijedu nukleotida, ali 1 tockastim mutacijama ili
prerasporedom genetickog materijala. Najces¢a oStecenja DNA su jednolancani lom, AP —
mjesta, kemijske modifikacije te dvolancani lom (engl. Double-Strand Break, DSB).
Dvolancani lom u DNA predstavlja najopasnije oSteCenje jer moze rezultirati gubitkom
oSte¢enog kromosoma ili smréu stanice, a u slucaju ignoriranja oStec¢enja ili nepreciznog
popravka, gubitkom ili promjenom dijela geneticke upute. Dvolan¢ani lomovi u DNA mogu
nastati djelovanjem ioniziraju¢eg zraCenja ili metil-metansulfonatom (MMS), ali i
replikacijom DNA s jednolan¢anim lomom. [ako dvolan¢ani lomovi predstavljaju opasnost za
integritet stanice, strogo kontrolirani nastanak dvolancanog loma koji se popravlja
homolognom rekombinacijom bitan je za mitoticke i mejoticke stanice kvasca S. cerevisiae.
Tako na primjer, tijekom promjene tipa parenja u homotali¢nim sojevima endonukleaza Ho

uvodi dvolan¢ani lom u lokus MAT na III. kvas¢evom kromosomu (Kostriken i sur., 1983).

Budu¢i da dvolancani lomovi u DNA predstavlja opasnost za stanicu, zaustavlja se
stani¢ni ciklus zbog popravka oStecenja rekombinacijom. Geneticka rekombinacija je
prerasporedivanje genetickog materijala 1 prijenos informacije unutar jedne ili izmedu

razli¢itih molekula DNA $to ukljuCuje cijepanje starih i nastanak novih fosfodiesterskih veza.
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S obzirom na stupanj identi¢nosti (homologije) sekvenci DNA koje rekombiniraju, geneticku
rekombinaciju mozemo podijeliti na homolognu i ilegitimnu. Homologna rekombinacija je
izmjena lanaca DNA izmedu homolognih regija DNA, a popravak dvolananih lomova
homolognom rekombinacijom osigurava pravilno odvajanje kromosoma tijekom mejoze i
povecava varijabilnost u populaciji. Nasuprot tome, ilegitimna rekombinacija se dogada
izmedu razlicitih (heterolognih) sekvenci (Schiestl i Petes, 1991). Sam odabir mehanizma
popravka dvolancanog loma strogo je kontroliran i ovisi o fazi stani¢nog ciklusa, tipu i

ploiditetu stanica (Symington i Gautier, 2011).

Uloga dvolan¢anih lomova u poticanju rekombinacije otkrivena je tijekom istraZivanja
procesa transformacije kvasca integrativnim i replikativnim plazmidima. Replikativni
plazmidi sadrze ishodiste replikacije i u stanici kvasca mogu se samostalno replicirati (Orr-
Weaver 1 sur., 1981). S druge strane, integrativni vektori ne sadrze ishodiste replikacije 1 ne
mogu se samostalno replicirati u stanici kvasca te da bi doSlo do transformacije trebaju
rekombinirati s kvaS¢evom DNA i ugraditi se u nju. Tijekom prvih eksperimenata
transformacije kruZnim integrativnim plazmidima, koji sadrZze dvije regije homologne
kvascevom genomu (Slika 1a), utvrdeno je da se plazmid s jednakom vjerojatno$cu ugraduje
u jednu ili drugu homolognu regiju pri ¢emu dolazi do duplikacije ciljne regije (Hinnen i sur.,
1978). Uvodenjem dvolancanog loma u jednu od regija (Slika 1b), plazmid ¢e se integrirati
upravo u onu regiju u genomu koja je homologna regiji u koju je uveden dvolancani lom,
¢ime se postize gensko ciljanje (Orr-Weaver i sur., 1981). Ovi eksperimenti transformacije
kvasca rezultirali su uspostavom jednog od prvih modela popravka dvolancanog loma u
eukariota (engl. double-strand break repair model, DSBR) (Szostak i sur, 1983). Sekvence na
krajevima dvolancanog loma, to jest lineariziranog vektora ili transformirajuc¢eg fragmenta,

komplementarne su homolognom lokusu u genomu i1 one omogucuju gensko ciljanje
(Hastings, 1993).

Za modifikaciju bilo kojeg gena u genomu kvasca moze se koristiti postupak u dva ili u
jednom koraku. Pri modifikaciji gena u dva koraka nuzno je u integrativni plazmid uvesti
zeljenu modifikaciju u regiju homolognu ciljnoj sekvenci u genomu (Slika 2a). Nakon
integracija usmjerena upravo u homolognu regiju u genomu. Kako su krajevi lineariziranog
plazmida, nakon sparivanja s homolognom regijom u genomu, okrenuti jedan prema
drugome, takvo gensko ciljanje se naziva ,krajevi unutra®“ (Slika Ic). Prilikom integracije

plazmida dolazi do duplikacije ciljne regije, a jedna od regija sadrZzi zeljenu geneticku



modifikaciju. Kasnije se selekcionirani transformanti uzgajaju u neselektivnim uvjetima kako
bi rekombinacijom ,,pop-out™ doslo do gubitka plazmidne molekule sa selektivnim biljegom i
jedne ciljne regije (Slika 2b i 2¢). Budu¢i da je podjednaka vjerojatnost da se u genomu zadrzi
modificirani ili nemodificirani gen, potrebna je detaljna molekularna analiza kako bi se

potvrdilo da je u genom uvedena zeljena modifikacija.

Ciljna regija
a) b) 9] [ Ciljna regij
— D B e
T * - Ishodiste replikacije iz kvasca
m— Plazmidna DNA
[ ciljna regijal —— Genomska DNA
- Ciljna regija 2 J,
= Plazmidna DNA e)
—— Genomska DNA s \

V \
—E— —E»— ba

— -Gl —

Slika 1. Usmjeravanje rekombinacije plazmida s homolognom regijom u kvas¢evom genomu. a) Pri
transformaciji kvasca kruznim integrativnim plazmidom koji sadrzi dvije regije homologne
kvas¢evom genomu podjednaka je vjerojatnost integracije kruznog plazmida u bilo koju regiju.
b) Uvodenjem dvolan¢anog loma u jednu od regija na plazmidu, integracija se usmjerava upravo u
homolognu regiju u genomu, pri ¢emu se znacajno povecava i efikasnost transformacije. Pri
transformaciji kvasca pocijepanim replikativnim plazmidom (c) podjednaka je vjerojatnost popravka

dvolanc¢anog loma sa (d) ili bez (¢) integracije plazmida.

Suprotno tome, za modifikaciju gena u jednom koraku koristi se transformiraju¢a DNA
kod koje se modificirani gen i/ili selektivni biljeg nalaze u sredini dok se na krajevima nalaze
sekvence homologne ciljnoj regiji u genomu. Nakon sparivanja transformiraju¢eg fragmenta s
homolognom regijom u genomu, krajevi transformirajuéeg fragmenta okrenuti su jedan od
drugog pa govorimo o genskom ciljanju ,.krajevi van“ (Slika 2b) (Rothstein, 1983). Najcesc¢a
primjena genskog ciljanja ,krajevi-van“ je inaktivacija gena zamjenom sa selektivnim
biljegom koja se jo§ naziva i zamjena gena (engl. gene replacement). Wach i suradnici (1994)
pokazali su da je za rekombinaciju ,krajevi-van“ dovoljno 40 pb bo¢ne homologije, ali da

povecanje duljine znatno povecava uspjesnost genskog ciljanja (Paques i Haber, 1999).
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Slika 2. Modifikacija gena u a) dva koraka i d) jednom koraku (gensko ciljanje ,.krajevi van®) .

2.1.1.2. Geneticke modifikacije kvasca koje pozitivno utjecu na proizvodnju bioetanola

Kvasac fermentira glukozu u etanol i glavni je proizvodni mikroorganizam za
proizvodnju bioetanola. Kako na rast kvasca S. cerevisiae i fermentaciju utjecu inhibitori rasta
iz hidrolizata lignoceluloznih sirovina ¢ije je uklanjanje neisplativo, potrebno je konstruirati
sojeve koji ¢e imati sposobnost fermentacije pentoza i povec¢anu otpornost na inhibitore rasta i
na krajnji produkt etanol (Alriksson i sur., 2010; Grba, 2010).

U dosadasnjim istrazivanjima razli¢itih grupa otkriveno je nekoliko gena ¢iji proteinski
produkti imaju ulogu u rezistenciji kvasca na inhibitore rasta, no nisu svi mehanizmi do kraja
razja$njeni. Gen YAPL Kkoji kodira za transkripcijski faktor Yapl kontrolira regulon od
najmanje 32 proteina koji sudjeluju u odgovoru stanice na oksidativni stres i na H,O, (Lee i
sur., 1999). Pojacana ekspresija gena YAPL povecala je sposobnost konverzije toksi¢nih
spojeva u manje toksiéne produkte te je povecala rezistenciju sojeva na inhibitor
hidroksimetilfurfural (HMF) nastao kiselinskom hidrolizom lignoceluloznih sirovina
(Alrikson i sur., 2010). Gen YAP2 takoder kodira za transkripcijski faktor koji ima bitnu ulogu

u odgovoru na stres izazvan oksidativnim spojevima, posebno s H,O, (Stephen i sur., 1995).

Nedavno je otkriveno da je produkt gena ADH6, NADPH-ovisna alkohol
dehidrogenaza, odgovorna za redukciju HMF-a i furfurala u kvascu. Unosom gena ADH6 u
kvasac i njegovom poja¢anom ekspresijom, zabiljezen je do 4 puta ve¢i unos HMF-a u stanicu
kvasca i njegove redukcije u aerobnim i anaerobnim uvjetima (Almeida i sur., 2009). Produkt

gena ADH7 takoder je alkohol dehidrogenaza sposobna reducirati HMF, a za dodatno



poboljsanje ovog svojstva, konstruirani su sojevi koji su sadrzavali i gen MUT1-ADH1 koji

kodira za modificiranu alkohol dehidrogenazu 1 (Parawira i Tekere, 2011).

Gen ATR1 kodira za transmembranski protein Atrl Kkoji sudjeluje u pumpanju
aminotriazola iz stanice i odgovoran je za rezistenciju na Stetne spojeve (Kanazawa i sur.,
1988). Alriksson i suradnici (2010) konstruirali su sojeve s pojatanom ekspresijom gena
ATR1 i uzgajali ih u prisutnosti razli¢itih inhibitora rasta, ukljucujuéi koniferil aldehid, 2-
furaldehid, HMF i hidrolizat smreke, pri ¢emu je pojacana ekspresija ATR1 pogodovala
rezistenciji. Nadalje, u pojedinim sojevima pojac¢ana ekspresija gena FLR1 (koji kodira za
transmembransku pumpu kao i ATR1) rezultirala je pove¢anom rezistencijom sojeva na HMF
i koniferil aldehid (Alriksson i sur., 2010).

Delecijom gena ZWF1, GND1, RPE1 i TKL1, koji nose informaciju za sintezu enzima
koji sudjeluju u putu pentoza fosfata (engl. pentose phosphate pathway, PPP), pokazalo se da
je tolerancija na furfural povezana sa aktivnos¢u PPP, koji je glavni izvor citoplazmatskog
NADPH. Daljnjom pojacanom ekspresijom gena ZWF1 koji kodira za glukoza-6-fosfat
dehidrogenazu, prvi enzim PPP ciklusa, omogucen je rast na furfuralu i do koncentracije od
50 mM koja je inace toksi¢na za kvasac S. cerevisiae. Mehanizam koji je odgovoran za
toleranciju na furfural nije joS u potpunosti razja$njen, no poznato je da geni koji kodiraju za
enzime PPP pomazu u zastiti i popravku oksidativnih oStecenja uzrokovanih furfuralom, kao i
kod mnogih NADPH-ovisnih enzima koji su odgovorni za stani¢ni obrambeni mehanizam na

stres (Gorisch, 2005).

Buduc¢i da fenoli inhibiraju rast kvasca, Almeida i suradnici (2009) konstruirali su soj
kvasca S. cerevisiae otporan na fenolne derivate. Naime, gen PAD1 koji kodira za fenilakrilnu
dekarboksilazu u stanicama kvasca je reprimiran ili pojacano eksprimiran, a transformanti
koji su imali pojacanu ekspresiju gena PAD1 u aerobnim su uvjetima vise iskoristavali
ferulinsku i1 cinami¢nu kiselinu, u odnosu na kontrolni soj, ¢ime je povecana produktivnost

proizvodnje etanola za 50-100% (Almeida i sur., 2009).

Konstruirani su i sojevi kvasca u koje su uneseni geni iz drugih organizama, tako je
unos gena za lakazu (LCC) iz gljive Trametes versicolor omogucio rast modificiranog soja u
mediju koji sadrzi 1,25 mM inhibitor koniferil, dok je u istim uvjetima kontrolni,
netransformirani soj bio potpuno inhibiran. Ekspresija gena za lakazu rezultirala je brzom

konverzijom aldehida i ve¢om produktivnosc¢u proizvodnje etanola (Almeida, 2007).

Neki od faktora koji utjeCu na toleranciju kvasca S. cerevisiae na etanol su:

koncentracija ergosterola i L-prolina, zasi¢enost i duljina masnih kiselina te koncentracija
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proteina koji sudjeluju u odgovoru na toplinski Sok (engl. Heat Shock Proteins, HSP) i stres
(Hong i sur., 2010). Povecana koncentracija etanola negativno utje¢e na membranske proteine
i fluidnost membrane uslijed ¢ega dolazi do inhibicije rasta stanice i smrti. Tijekom odgovora
stanice na povecanje koncentracije etanola u podlozi poveéava se i razina mononezasi¢enih
masnih Kiselina i ergosterola, a pojacana ekspresija gena OLELl, moze rezultirati boljom
fluidno$¢u membrane Sto doprinosi veéoj toleranciji na etanol (Ding i sur., 2009). Osim toga,
pojacana ekspresija gena ERG2, koji kodira za enzim koji sudjeluje u biosintezi ergosterola
(glavnog sterola stani¢ne membrane kvasca koji stabilizira membranske lipide i1 proteine),

mogla bi pozitivno utjecati na toleranciju na etanol.

Morita i suradnici (2009) izolirali su mutant kvasca koji je imao visoku toleranciju na
smrzavanje te je imao poviSenu razinu intracelularnog L-prolina. Pokazano je da mutant ima
alel PRO1 koji kodira za mutiranu vy-glutamil kinazu, koja ima zamijenjenu jednu
aminokiselinu na poziciji 154 (aspartat u aspragin). Naime, L-prolin je osmoprotektant i
pomaze kod zastite kvaSceve stanice od smrzavanja, desikacije ili oksidativnog stresa. Kvasac
s alelom PRO1 bolje akumulira L-prolin, te je pri uzgoju u mediju koji sadrzi 9% i 18%
etanola uoCena veca vijabilnost transformiranog soja u odnosu na netransformirani (Ding 1i

sur., 2009).

U stanicama, H'-ATPaza odrzava homeostazu iona u citoplazmi i utjede na
permeabilnost membrane te ima bitnu ulogu u odgovoru na stres u kvascu S. cerevisiae.
Pojacana ekspresija gena PMAL i PMA2, koji kodiraju za ovaj enzim, rezultirala je zaStitom
stanica od apoptoze inducirane oksidativnim stresom, toplinskim Sokom, toksinima i

oSte¢enjem stanice pri uzgoju u mediju sa etanolom (Ding, 2009).

Geni GSH1 (koji kodira za y-glutamilcistein sintetazu) i SSA1 gen (koji kodira za
HSP™) induciraju se u prisutnosti oksidirajué¢ih spojeva. Za razliku od SSA1, ekspresija gena
GSH1 bolje je inducirana superoksidnim anionima nego vodikovim peroksidom (Stephen i
sur., 1995). Ask i suradnici (2013) konstruirali su sojeve koji imaju pojacanu ekspresiju gena
¢iji proteinski produkti sudjeluju u metabolizmu glutationa (GSH1, CYS3 i GLR1), uslijed
¢ega dolazi do povecane akumulacije glutationa u stanicama kvasca 1 posljedicno bolje zaStite

od djelovanja toksi¢nih metabolita, detoksikacije 1 antioksidativnog djelovanja.

Takoder, u kvascu su eksprimirani 1 geni koji kodiraju za enzime uklju¢ene u
metabolizam ksiloze. Ksiloza nastaje tijekom hidrolize hemiceluloze, ali ju kvasac S.

cerevisiae ne moze fermentirati. Unosom gena XYL1 i XYL2 iz kvasca Pichia stipitis, koji
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kodiraju za XR (ksilulokinazu) i XDH (ksilitol dehidrogenazu) u kvasac S. cerevisiae,

konstruiran je soj sa sposobnoscu fermentacije ksiloze (Alriksson i sur., 2010).
2.2. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

Uslijed povecanja potrosnje rezervi neobnovljivih izvora goriva i sve vece potrebe za
njima, proizvodnja iz obnovljivih sirovina se predstavila kao moguce rjeSenje problema. Vec
niz godina javlja se velik interes za istrazivanja i razvoj optimalne proizvodnje bioetanola
(biogoriva), pri ¢emu se nastoje prona¢i odgovarajuci katalizatori te optimalni proizvodni
uvjeti (Sarkar i sur., 2010). Glavni nedostaci su dostupnost sirovina i neekonomi¢nost
procesa, no ovi problemi se mogu nadvladati uz mnoge pozitivne aspekte. Biogoriva se ¢esto
klasificiraju kao primarna, sekundarna goriva te goriva nove generacije (,.tre¢e generacije)
(Nigam i Singh, 2011).

Primarna goriva koriste se u nepreradenom obliku, dok se sekundarna goriva dobivaju
proizvodnjom iz biomase, kao $to su na primjer bioetanol, biodizel, biobutanol 1 dimetil eter,
te se koriste u raznim industrijskim procesima. Biogoriva prve generacije su proizvodi iz
Se¢ernih sirovina 1 zahtijevaju relativno jednostavne proizvodne procese dobivanja krajnjeg
proizvoda. Proizvodnja biogoriva prve generacije zastupljena je u brojnim zemljama, no
problem Kkoji prati ovu generaciju je izbor sirovina koje su ujedno i sirovine u prehrambenoj

industriji (Ivan¢i¢ Santek i sur., 2016).

Biogoriva druge generacije proizvode se biotehnoloskim ili termokemijskim procesima
iz lignocelulozne biomase koja je otpad od poljoprivredne i drvne industrije ili je biljna
biomasa koja se ne moze iskoristiti u prehrambenoj industriji. Prednost ovih biogoriva je Sto
nisu direktna konkurencija proizvodnji hrane te omogucavaju bolju iskoristivost obradive
zemlje. No, iz mnogih istrazivanja ocito je da je za ove procese potrebna nesto sofisticiranija
proizvodna oprema i da bi se procesi isplatili, proizvodnja mora biti veeg razmjera. Da bi se
postigli dobri rezultati s ekonomskog i energetskog gledista potrebna su dodatna istraZivanja

usmjerena na proizvodnju i tehnologiju konverzije sirovina u proizvod (Nigam i Singh, 2011).

Lignocelulozne sirovine (druga generacija) su jeftine i dostupne sirovine te se opcenito
mogu klasificirati u Cetiri grupe, ovisno o porijeklu: Sumski otpad, komunalni kruti otpad,
otpadni papir i poljoprivredni otpad. Proizvodnja biogoriva iz lignoceluloznih sirovina, od
kojih je najznacajniji bioetanol, ukljucuje tri glavna stupnja: predtretman za delignifikaciju,
odnosno oslobadanje celuloze i hemiceluloze prije hidrolize, hidrolizu celuloze i hemiceluloze

za dobivanje fermentabilnih Secera (glukoza, ksiloza, arabinoza, galaktoza, manoza) i
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fermentaciju Secera (Janu$i¢ i sur., 2008). Struktura lignocelulozne sirovine ovisi o tipu i
porijeklu sirovine, a glavne komponente su celuloza (35-50%), hemiceluloza (20-35%) i
lignin (5-30%) (Jager i Biichs, 2012). Celuloza je linearan homopolimer graden od glukoze
povezane [(-1,4 glikozidnim vezama, dok je hemiceluloza heteropolimer D-ksiloze, L-
arabinoze, D-glukoze, D-galaktoze, D-manoze i D-glukonske kiseline. Lignin se sastoji od tri
glavne fenolne komponente: p-kumaril, koniferil i sinapil alkohola te se sintetizira

polimerizacijom komponenti ¢iji udio ovisi o tipu sirovine (Menon i Rao, 2012).

Istrazivanja posljednje (trece) generacije biogoriva usmijerena su prema proizvodnji
biogoriva pomo¢u mikroalgi (Nigam i1 Singh, 2011). Kao izvor biogoriva koristile bi se
mikrobne vrste kao Sto su kvasci, gljive 1 mikroalge s ciljem proizvodnje alternativne energije

(Patil i sur., 2008).
2.2.1. Obrada lignoceluloznih sirovina

Izazov u proizvodnji biogoriva iz lignoceluloznih sirovina predstavlja izbor pogodnog
postupka obrade, koji omogucuje $to vecu koncentraciju dostupnih fermentabilnih Secera, a
samim time 1 veéu produktivnost proizvodnog procesa. Postupci predobrade ukljucuju
otapanje 1 odvajanje jedne ili viSe komponenti, ¢ime preostali ¢vrsti dijelovi biomase postaju
dostupniji za daljnje kemijske ili bioloSke tretmane (Demirbas, 2005). Hidroliza
lignoceluloznih sirovina do monosaharida, koje mikroorganizmi mogu koristiti za rast, odvija
se u dva osnovna koraka. U prvom koraku mijenja se sastav i struktura sirovine s ciljem
povecanja ucinkovitosti enzima, pri ¢emu se nastoji smanjiti ili u potpunosti sprijeciti
nastanak razli¢itih spojeva koji inhibiraju rast mikroorganizama. U drugom koraku, prethodno
obradenu sirovinu potrebno je enzimski hidrolizirati do jednostavnih Secera. Zbog sloZenosti i
kristalicne grade lignoceluloznih sirovina, predobrada i enzimska hidroliza izrazito su bitni
procesi jer je potrebno osigurati dostupnost celuloze celulolitickim enzimima koji ju
hidroliziraju do jednostavnijih ugljikohidrata (Mosier i sur., 2005). Kako bi proces

.....

najpogodniju kombinaciju predtretmana i1 fermentacije Sto ovisi o sirovini 1 Zeljenim

produktima (Slika 3).
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Slika 3. Tehnologija proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina (preuzeto iz Janus$i¢ i sur.,

2008 i prilagodeno).

Metode predobrade lignoceluloznih sirovina dijele se u Cetiri skupine: kemijske metode
(upotreba kiselina i luzina), fizikalne/mehanicke metode (mljevenje, zracenje, ekstruzija,
piroliza, tretman parom), fizikalno-kemijske i bioloske metode (Menon i Rao, 2012). Ako
odabrani predtretman nije dovoljno ucinkovit, otezan je proces hidrolize Sto rezultira
nastajanjem toksi¢nih metabolita koji mogu inhibirati mikrobni metabolizam 1 fermentaciju

(Kodali i Pogaku, 2006).

Kemijski predtretman ukljucuje kiselinsku hidrolizu, alkalnu hidrolizu, upotrebu
organskih otapala te tretman ionskim teku¢inama (Menon i Rao, 2012). Najces¢e koriStene
koncentrirane kiseline su sumporna i kloridna, koje se primjenjuju s ciljem uklanjanja lignina
iz lignocelulozne sirovine (Dawson i Boopathy, 2007). Uglavnom se koristi 0,5 - 1,5 %
razrijedena sumporna kiselina na temperaturi od 100 do 150 °C i ovakav predtretman
omogucuje visoke prinose ¢ime se pospjeSuje hidroliza celuloze (Mosier i sur., 2005). Alkalna
hidroliza primjenjuje se s ciljem uklanjanja lignina (Dawson i Boopathy, 2007), pri ¢emu sam
ucinak ovisi o udjelu lignina u materijalu (Mc Millan, 1994). Za razliku od kiselinske
hidrolize, predtretman luzinama moze se provoditi pri nizim vrijednostima temperature i
tlaka, ali tada hidrolize dulje traje i moze do¢i do saponifikacije izmedu luzina i esterskih
prstenova ksilana (Sun 1 Cheng, 2002). Razgradnjom Secera u sastavu hemiceluloze nastaju 2-
furaldehid, hidroksimetilfurfural (HMF), mravlja i levulinska kiselina (Palmqvist i Hahn-
Higerdal, 2000).

Jedan od fizikalnih predtretmana je mehanicko usitnjavanje, ¢ime se lignoceluloze

sirovine usitnjavaju kombinacijom sjeckanja i mljevenja pa veliina Cestica nakon sjeckanja
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iznosi 10 - 30 mm, dok nakon mljevenja iznosi 0,2 - 2,0 mm. Osim mehanickog usitnjavanja
moze se koristiti i postupak predobrade pirolizom u kojem dolazi do razgradnje organske tvari
uslijed djelovanja topline bez prisustva kisika ili reagensa (osim vodene pare, na temperaturi

iznad 300 °C) pri ¢emu se naglo razgraduje celuloza (Sun i Cheng, 2002).

Ekspanzija vodenom parom je predtretman koji spada u skupinu fizikalno - kemijskih
predtretmana. Provodi se pri temperaturama 160 — 260 °C i pri tlaku od 0,69 — 4,83 MPa, tako
da se usitnjeni materijal podvrgava zasi¢enoj pari pri visokome tlaku, nakon cega se tlak
naglo smanji, §to dovodi do eksplozivne dekompresije (Menon i Rao, 2012).

Bioloski postupci predobrade lignocelulozne sirovine najéeS¢e se koriste za
lignocelulozne sirovine s visokim udjelom vode kako bi se osigurala normalna aktivnost
mikroorganizama (Datar 1 sur, 2007), pri ¢emu se koriste razli¢ite vrste gljiva koje razgraduju

lignin, celulozu i hemicelulozu (Schurz, 1978).
2.2.1.1. Inhibitori rasta i fermentacije nastali predobradom lignoceluloznih sirovina

Predobradom lignoceluloznih sirovina, uz spojeve koji mikroorganizmi mogu
fermentirati, nastaju 1 komponente koje inhibiraju rast ili su toksi¢ne za proizvodni

mikroorganizam (Slika 4).

HMF Furfural Fenoli
N\

Reaktivne kisikove vrste

ROS)

o D
NADH A4
Fruktozs-1.6-¢iP Neutralan Akumulacija TroSenje

aniona
l NAD* NADH pH 5 o5 ATE

v il
Piravat 2 Etanol I @ADP

/

Plazmina ‘% H: — A H Nizak pH
membrana Slabe kiseline

Slika 4. Shematski prikaz poznatih inhibicijskih mehanizama furana, slabih kiselina i fenolnih spojeva
na kvasac S. cerevisiae. HMF inhibira ADH (alkohol dehidrogenazu), PDH (piruvat dehidrogenazu),
ALDH (aldehid dehidrogenazu) te glikolizu. Furani inhibiraju iste enzime kao i HMF, ali i dodatno
oSteuju membrane. Slabe kiseline uzrokuju troSenje ATP-a, akumulaciju toksi¢nih aniona i inhibiciju
unosa aromatskih aminokiselina, dok fenolni spojevi uzrokuju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta

(ROS) i oste¢enja membrana (prilagodeno iz Almeida i sur., 2007).
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Vrsta i koncentracija inhibitora i toksi¢nih spojeva ovise o vrsti materijala
lignoceluloznih sirovina, o nainu predtretmana i o uvjetima pri kojima se provodi
predtretman (temperatura, pH, tlak) te je potrebno naglasiti da na rast mikroorganizama utjece
svaki inhibitor zasebno, ali inhibitori mogu imati i sinergisticki efekt (Sanchez i Cardona,
2007). Inhibitori su uglavnom vezani u ligninu ¢ijom se degradacijom oslobadaju aldehidi i
fenoli te octena, glukonska i galakturonska kiselina, dok tijekom predobrade moze do¢i do
kemijskih modifikacija nekih pentoza i heksoza pri ¢emu nastaju inhibitori (furaldehid, 5-
hidroksimetil furfural i kiseline). Ne-lignocelulozni inhibitori su inhibitori koji potjecu iz
okruzenja u kojem se nalazila koristena sirovina i uklju¢uju dusikove i sumporne spojeve te
teSke metale i1 pesticide koji znatno utjeCu na proces hidrolize 1 na proizvodni
mikroorganizam. Od svih navedenih inhibitora, najmanji utjecaj imaju terpeni, zatim aldehidi,

mravlja kiselina, octena kiselina, 5-HMF, a najjaci utjecaj ima furfural (Klinke i sur., 2004).
2.2.1.1.1. Furani

Glavni produkti razgradnje pentoza i heksoza su derivati furana (Slika 5), 2-furaldehid
(furfural) i 5-hidroksimetilfurfural (HMF). Njihova koncentracija ovisi 0 uvjetima pri kojima
se odvija predtretman pa ¢e tako duzim predtretmanom kiselinama pri viSim temperaturama
nastajati velike koli¢ine 2-furaldehida i HMF-a. Neki mikroorganizmi sposobni su reducirati
furane u manje toksi¢ne alkohole; HMF reduciraju u 2,5-bis-hidroksimetilfuran, a 2-
furaldehid u furfuril alkohol, a oba u anaerobnim uvjetima mogu biti oksidirana do mravlje
kiseline. Djelovanje 2-furaldehida ovisi o koncentraciji samog inhibitora, gusto¢i stanica u
kulturi i uvjetima uzgoja (Palmqvist i sur., 1999b). Analizom lignoceluloznih derivata, 2-
negativno djelovao na specificnu brzinu rasta bakterija, kvasaca i filamentoznih funga (Heer i
Sauer, 2008). Isto tako, 2-furaldehid utjece na enzime glikolize i citratnog ciklusa uklju¢ene u
energetski metabolizam i proizvodnju etanola. Osim 2-furaldehida, inhibiciju rasta stanica i
proizvodnju etanola uzrokuje i HMF, koji ujedno produljuje i lag fazu rasta (Soccol i sur.,
2011).
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Slika 5. Struktura naj¢es¢ih inhibitora rasta i fermentacije (prilagodeno iz Almeida i sur., 2007).
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21-32%

2.2.1.1.2. Karboksilne kiseline

Karboksilne kiseline koje nastaju predtretmanom lignoceluloznih sirovina su octena
(nastaje od acetilnih skupina hemiceluloze), mravlja (nastaje razgradnjom HMF-a i 2-
furaldehida) i levulinska kiselina (nastaje razgradnjom HMF-a) (Slika 5). Kvasac moze kao
izvor ugljika koristiti slabe kiseline, koje pri nizim koncentracijama pozitivno utjecu na prinos
etanola (Jonsson 1 sur., 2013), dok pri viSim koncentracijama inhibiraju rast proizvodnog
mikroorganizama jer difundiraju kroz stani¢nu membranu i ulaze u citosol ¢ime snizavaju pH

citosola (Palmgvist i Hahn-Hégerdal, 2000).
2.2.1.1.3. Fenolni spojevi

Razgradnjom lignina nakuplja se mnogo fenolnih spojeva (Slika 5) s razli¢itim
funkcionalnim skupinama kao §to su aldehidi, kiseline i/ili ketoni, koji se ugraduju u
membrane ¢ime utjecu na njihovu selektivnost 1 usporavaju rast kvasca. Za razliku od ostalih
spojeva, fenolni spojevi prisutni su u manjoj koncentraciji jer imaju manju topivosti, a
koncentracija i tip fenolnih spojeva razlikuju se ovisno o strukturi i udjelu lignina u pojedinoj
sirovini. Neki od fenolnih spojeva koji nastaju su 4-hidroksibenzaldehid, vanilin, siringinska

kiselina (Adeboye 1 sur., 2014), no mehanizmi kojima fenoli utjecu na inhibiciju rasta kvasca
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nisu jo$ detaljno istrazeni (Palmqvist i Hahn-Hégerdal., 2000). Istrazivanje Adeboye i
suradnika (2014) pokazalo je da svaki od testiranih fenola iz hidrolizata smreke djeluje
inhibitorno na kvasce ovisno o koncentraciji, ali i o funkcionalnim skupinama i broju

nezasi¢enih veza izmedu ugljikovih atoma smanjujuéi prinos etanola, glicerola i acetata.
2.2.1.1.4. Etanol

Fermentacijom izvora ugljika kao glavni produkt metabolizma nastaje etanol koji je
ujedno i inhibitor rasta jer snizava pH te dovodi do smrti stanice. Bioinformatickom analizom
genoma kvasca pronaden je velik broj gena koji sudjeluju u odgovoru na stres uzrokovan
etanolom (Alexandre 1 sur., 2001). S obzirom na to da kvasac moze tolerirati do 18 % etanola,
metodama genetickog inzenjerstva nastoje se konstruirati sojevi rezistentni na viSe
koncentracije (Jonsson i sur., 2013). Aranda i suradnici (2002) istrazivali su utjecaj etanola na
ekspresiju kvascevih gena te su otkrili povezanost izmedu rezistencije na visoku koncentraciju
etanola i indukcije proteina koji sudjeluju u odgovoru na toplinski Sok (engl. heat shock
proteins, HSP).

2.2.1.1.5. Sinergisticko djelovanje inhibitora

Djelovanje odredenog inhibitora moze se adicijski ili sinergisticki pojacati drugim
inhibitorom. Analizom djelovanja pojedina¢nih inhibitora 1 njihovih kombinacije utvrdeno je
da octena kiselina i 2-furaldehid djeluju sinergisticki na smanjenje specificne brzine rasta te
prinos biomase i etanola (Palmqvist i sur., 1999a). Klinke i suradnici (2004) pokazali da
kombinacija octene kiseline, aldehida i alkohola s furanskim inhibitorima takoder uzrokuje

sinergisticku inhibiciju na rast i prinos proizvoda.

2.2.1.1.6. Uklanjanje (detoksikacija) inhibitora

Uklanjanje inhibitornih/toksi¢nih komponenti iz predobradene sirovine potrebno je za
postizanje odgovarajuc¢e koncentracije fermentabilnih Secera 1 neometanu fermentaciju. Tako
se inhibiraju¢i spojevi mogu ukloniti ekstrakcijom ionskom izmjenom, visokim
temperaturama, reduciraju¢im agensima, dodatkom Ca(OH);, tretmanom lakazama i
peroksidazama ili upotrebom mikroorganizama. Tretman visokim temperaturama pri niskim
pH vrijednostima moze ukloniti lako hlapljive inhibitore fermentacije (octena kiselina i
furani), a dodatkom Ca(OH), moze se ukloniti ¢ak do 21 % i hlapivih i nehlapivih inhibitora

kao Sto su furani i fenoli (Jonsson i sur., 2013).
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2.2.2. Fermentacija lignoceluloznih sirovina

Fermentacija je mikrobni proces tijekom kojega se supstrati (fermentabilni Seceri) u
anaerobnim uvjetima djelovanjem kvasca (najc¢esée S. cerevisiae) prevode u etanol. Prilikom
fermentacije lignoceluloznih sirovina u etanol potrebno je provesti postupke predobrade kako
bi se iz ligoceluloznog kompleksa oslobodili fermentabilni Seceri i omogucéila njihova
konverzija u etanol, zbog toga se primjenjuju razliiti nacini vodenja bioprocesa u
bioreaktioru kao S§to su simultana saharifikacija i fermentacija te odvojena hidroliza i

fermentacija (Alfani i sur., 2000).

Simultana saharifikacija i fermentacija (engl. simultaneous saccharification and
fermentation, SSF) je jednostupanjski proces pri kojem se istovremeno vrSi oSecerenje
odnosno hidroliza lignoceluloznog kompleksa, a oslobodeni Sec¢eri1 odmah fermentiraju u
etanol ¢ime se izbjegava inhibicija supstratom (Slika 6). Prednosti ovog procesa ukljucuju
povecanu brzinu hidrolize, manju koncentraciju enzima, veci prinos, brZi proces te potreba za
samo jednim bioreaktorom, dok je odvijanje procesa na temperaturi koja nije optimalna za

pojedina¢ne procese hidrolize i fermentacije glavni nedostatak (Sun i Cheng, 2002).

SHF SSF
Celuloza Celuloza
(hidrolizat) (hidrolizat)
hemicehiloza hemiceluloza

Proizvednja Proizvednja D Jednostupanjski
enzima enzima proces
b D Integrirani
proces
Hidroliza Hidroliza
i
—
Fermentacija Fermentacija
(heksoze) (heksoze)
o ,
Fermentacija Fermentacija
(pentoze) (pentoze)
Produkt Produkt

Slika 6. Razli¢iti nacini vodenja procesa - biokatalitiCka konverzija lignoceluloze (prilagodeno iz Jager

i Biichs, 2012).
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Odvojena hidroliza i fermentacija (engl. separate hydrolysis and fermentation, SHF) je
dvostupanjski proces pri kojem se heksoze i pentoze fermentiraju odvojeno (Slika 6).
Hidroliza se provodi na temperaturi od 45 — 50 °C tijekom 24 — 96 sati i fermentacija pri od
30 — 35 °C tijekom 10 — 24 sata. Prednost dvostupanjskog procesa je provodenje hidrolize i
fermentacije pri optimalnim uvjetima jer se ova dva procesa provode u odvojenim
bioreaktorima (Taherzadeh i Karimi, 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Plazmidi

Plazmidi koristeni u ovom radu sadrze bakterijsko ishodiste replikacije (ori) te gen bla
koji kodira za enzim B-laktamazu koji je odgovoran za rezistenciju na ampicilin, ove sekvence
omogucuje umnazanje i odrzavanje plazmida u bakteriji Escherichia coli. Osim toga, svi
plazmidi sadrze 1 regiju URA3 koja omogucuje selekciju transformanata kvasca

Saccharomyces cerevisiae.

KoriStena su dva polazna plazmidna vektora, pSP-G2 i pSP-G2-AC (Slika 7), od kojih
su konstruirani svi navedeni plazmidi. Ova dva plazmida razlikuju se po ishodistu replikacije,
pSP-G2 sadrzi 2 ishodiste replikacije (2u ori) koje omogucuje odrzavanje plazmida u stanici
kvasca u velikom broju kopija, dok plazmid pSP-G2-AC sadrzi regiju ARS/CEN Kkoja je

omogucuje odrzavanje malog broja kopija.

~,

[Tot

pSP-G2 (BYP7151)

7351 bp

pPSP-G2-AC V3

6527 bp

AHD terminatof

Slika 7. Mape plazmidnih vektora pSP-G2 i pSP-G2-AC, naznace su regije. Oznacene Su regije DNA

relevantne za ovaj rad.

Plazmidi pSP-ATR1, pSP-CTAl, pSP-FLR1, pSP-YAPl i pSP-ZWF1 sadrze
kvaséeve gene ATR1, CTALl, FLR1, YAPl i ZWF1 umnoZene lantanom reakcijom
polimerazom i uklonirane u polilinker polaznog vektora pSP-G2 (Arambasi¢, 2015; Stafa,
usmeno priopcenje; Slika 8). U ovome radu ispitivana je uloga pojacane ekspresije navedenih
gena na rezistenciju kvasca S. cerevisiae na inhibitore rasta i fermentacije prisutne u

lignoceluloznim hidrolizatima.
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pSP-CTAl vl

pSP-ATR1 vl
8894 bp

8835 bp

pSP-FLR1 vl
8958 bp

pPSP-YAP1 v2 pSP-ZWF1vl

9223 bp \ 8836 bp

Slika 8. Mape plazmida pSP-ATR1, pSP-CTAL, pSP-FLR1 i pSP-YAPL i pSP-ZWF1. Razli¢itim
bojama prikazani su kvascevi geni uklonirani u polilinker polaznog plazmida pSP-G2. Oznacene su

regije DNA relevantne za ovaj rad.
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Plazmid pSP-GHSL1 nastao je ugradnjom kvas¢evog gena GSH1 umnozenog lan¢anom
reakcijom polimeraze u vektor pSP-G2-AC te je u stanici kvasca prisutan u malom broju

kopija (Arambasi¢, 2015; Stafa,usmeno priopéenje; Slika 9).

pSP-GHS1 vl

8484 bp

Slika 9. Mapa plazmida pSP-GHS1. Razli¢itim bojama prikazani su kvaséevi geni uklonirani u polazni

plazmid pSP-G2-AC. Oznacene su regije DNA relevantne za ovaj rad.

3.1.2. Mikroorganizmi

U ovom radu koristen je jedan soj bakterije Escherichia coli i nekoliko sojeva kvasca

Saccharomyces cerevisiae.

3.1.2.1. Bakterija Escherichia coli

Za umnazanje dvolanc¢anih plazmida koriSten je soj E. coli DH5a genotipa F'/endAl
hsdrl7(rK-, mK+) supE44 thi-1 recAl gyrA (NalR) relAl A(lacZYA-argF) U169 deoR
(p80dlacA(lacZ)M15) (,New England Biolabs*, Ipswich, MA, SAD).

3.1.2.2. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu konstruirani su u
Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizma Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta
(Pranklin, 2015) sojevi su navedeni u Tablici 1. Dodatno, koristeni su i sojevi transformirani

plazmidima navedenima u poglavlju 3.1.1. (Jalsi¢, 2016)
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Tablica 1. Genotip kvascevih sojeva koristenih u ovom radu.

Soj Literaturni navod Genotip
K1 (2421) Pranklin, 2015 MAT a/0, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho::HygMX
K2 (E5) Pranklin, 2015 MAT a/a, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho:: HygMX
H1 (2421 x E5) Pranklin, 2015 MAT a/a, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho:: HygMX
H2 (E5 x 2421) Pranklin, 2015 MAT a/0, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho::HygMX

14 (2421 x Eb) Stafa, usmeno priopéenje MAT a/a, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho::HygMX

17 (E5 x 2421) Stafa, usmeno priopéenje MAT a/a, ura3::KanMX/ura3::KanMX, ho::HygMX/ho::HygMX

Sojevi K1 i K2 homozigotni su diploidi nastali parenjem divljih roditeljskih
haploidnih sojeva: UWOPS87-2421 (K1, izoliranog iz cvijeta kaktusa) i Yllcl7_E5 (K2,
izoliranog iz vina) dok su sojevi H1, H2, 14 i 17 heterozigtni diploidi dobiveni krizanjem
haploidnih sojeva UWOPS87-2421 i YlIcl7_E5. Gen HO koji kodira za endonukleazu Ho
zamijenjen je genom hygMX koji nosi rezistenciju na antibiotik higromicin te ovi sojevi ne
mijenjaju tipa parenja. Dodatno, gen URA3 zamijenjen je genom kanMX koji nosi
rezistenciju na antibiotik kanamicim zbog ¢ega su ovi sojevi auksotrofni mutanti za uracil.
Ujedno, sojevi su i auksotrofni mutanti za histidin, no nije poznato koji gen u biosintetskom

putu histidina je mutiran.

3.1.3. Hranjive podloge i otopine

Sve podloge i1 otopine steriliziraju se u autoklavu 20 minuta pri 121 °C i ¢uvaju pri
sobnoj temperaturi (osim ako nije posebno napomenuto) ili se pripremaju iz sterilnih otopina i
sterilne deionizirane vode. Krute podloge dobiju se iz tekué¢ih dodatkom 20 g L™ agara prije

sterilizacije.
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3.1.3.1. Podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli

LB (Kompletna podloga)

Bacto-tripton 10gL*
Bacto-yeast extract 5gL*
NaCl 10gL*

Podloga sa ampicilinom: Ampicilin se dodaje u sterilnu podlogu iz osnovne otopine
sterilizirane filtracijom (koncentracije 20 mg mL™) do konacne koncentracije od 50 pg mL™ u

krutu podlogu odnosno od 100 pg mL™ u tekuéu podlogu.

3.1.3.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

Kompletna (kompleksna) podloga (YPD)

Bacto-pepton 20gL*
Kvascev ekstrakt 10gL?
Glukoza 20gL*
H,0 nadopuniti do 1000 mL

Kemijski definirana podloga

Izvor dusika iz kvasca bez aminokiselina i amonijevog sulfata 1,68gL*
Amonijev-sulfat 50gL*
Glukoza 20,0g L™
Drop out (smjesa aminokiselina, D.O.) 1,3gL*
H,0 nadopuniti do 1000 mL

Kemijski definirana podloga koja ne sadrZi jednu ili viSe aminokiselina ili nukleotidnih baza,
priprema se na isti nacin osim S§to se prilikom pripreme smjese nukleinskih baza 1

aminokiselina izostavi odgovarajuca tvar rasta.
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Minimalna podloga (MM)

Yeast nitrogen base (YNB-soli)
Stock vitamina
Amonijev-sulfat
Kalijevdihidrogen fosfat
Magnezijev sulfat (heptahidrat)
Glukoza

H20

Smijesa aminokiselina (*'drop-out powder')

adenin sulfat

uracil

L-arginin-klorid
L-asparaginska kiselina
L-fenilalanin
L-glutaminska kiselina
L-histidin-klorid
L-leucin

L-lizin-klorid
L-metionin

L-serin

L-tirozin

L-treonin

L-triptofan

L-valin

02glL™t
100 uL L*
50gL™
1,0gL*
1,0gL*
20g L™

nadopuniti do 1000 mL
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Podloga BTP (podloga s bromtimol plavim):

Izvor dusika iz kvasca (bez aminokiselina i amonij sulfata) 6,7gL"
Smjesa nukleinskih baza i aminokiselina 1,4gL"
Glukoza 20,0g L™

*Podesiti pH dodatkom peleta NaOH do pH 7

BTP 130,0 mg L™

3.1.3.3. Otopine za izolaciju i procis¢avanje DNA

Amonijev acetat (8 M)
Otopina se priprema otapanjem 61,66 g amonijevog acetata u 100 mL destilirane vode.
Otopina se sterilizira filtracijom i ¢uva pri 4 °C.

Ampicilin (20 mg mL™)
Sterilizira se filtracijom i ¢uva pri4 °C

EDTA (0,5 M; pH 8,0)

18,61 g Na,EDTA x 2H,0 otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se podesi
dodatkom natrijevog hidroksida (priblizno 2 g peleta) i dopuni deioniziranom vodom
do 100 mL.

Fenol

Redestilirani fenol otapa se pri 67 °C i zasi¢en je jednakim volumenom TE pufera

pH 8,0. Ne sterilizira se i cuva se u tamnoj boci pri 4 °C.
Kloroform/izoamilni alkohol
Smjesa kloroforma i izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 24:1. Otopina se ne
sterilizira i ¢uva pri 4 °C.
Kalijev acetat (3 M; pH 4,8)

Otopina je 3 M u odnosu na kalij i 5 M u odnosu na acetat. Pripravlja se tako da se u
60 mL 3 M otopine Kkalij acetata doda 11,5 mL ledene octene Kiseline i 28,5 mL

deionizirane vode. Otopina se sterilizira filtracijom i cuva pri 4 °C.

27



Natrijev acetat (3 M; pH 4,8)

24,6 g bezvodnog natrijevog acetata otopi se u deioniziranoj vodi, pH se podesi
ledenom octenom kiselinom i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL. Otopina se

sterilizira filtracijom i ¢uva pri 4 °C.
NaOH/SDS
0,2 mol L *natrijev hidroksid
SDS 10,0g L™
Otopina se ne sterilizira, a priprema se neposredno prije uporabe.
RNaza (10 mg/mL)
Ribonukleaza A se otopi u 10 mM Tris-Cl pH 7,5 i 15 mM natrijevom Kloridu te
zagrije 15 minuta u kipucoj vodenoj kupelji. Nakon hladenja do sobne temperature
¢uva se pri -20 °C.
TE pufer (pH 8,0 ili 7,4)
10 mmol L™ Tris-Cl pH 8,0 ili 7,4
1 mmol L* EDTA pH 8,0
Priprema se iz sterilnih otopina.
Tris-HCI (1 M)
12,1 g Tris otopi se u 80 mL deionizirane vode, pH se do Zeljene vrijednosti podesi

dodatkom koncentrirane kloridne kiseline i dopuni deioniziranom vodom do 100 mL.
Priblizne koli¢ine kiseline za pojedine pH vrijednosti su: pH 7,4 ~ 7,0 mL; pH 8,0 ~
4,2 mL.

Zimoliaza 20-T

15 mg enzima zimoliaze (Zymolyase 20-T) iz bakterije Arthrobacter luteus otopi se u

3 mL sterilnog glicerola koncentracije 400 mg mL™ i ¢uva pri -20 °C.
3.1.3.4. Otopine za gel-elektroforezu

Agarozni gel

Priprema se otapanjem agaroze u TBE puferu (1 x) koji se pripremi razrjedivanjem
TBE pufera (10 x). Koncentracija agaroze u gelu moze biti od 7 do 20 g L™, ovisno o

veli¢ini fragmenata koji se razdvajaju elektroforezom.
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Boja za nanosenje uzorka (6 x)

bromfenol plavo 0,03 %
ksilen cijanol FF 0,03 %
glicerol 60 %
SDS 1%

100 mmol L™ EDTA pH 8,0
Otopina se moZe sterilizirati filtracijom 1 ¢uva se pri 4 °C.
Etidij-bromid
Osnovna otopina priprema se u koncentraciji od 10 mg mL™, ne sterilizira se i ¢uva se
pri 4 °C u tamnoj boci. Otopina za vizualizaciju DNA priprema se dodatkom 50 pL

osnovne otopine u jednu litru deionizirane vode 1 takoder ¢uva u tamnoj boci.

TBE pufer (10 x)

Tris 108¢gL*
borna kiselina 559 L*
0,5MEDTApH 8,0 40mL L*?

3.1.3.5. Otopine za odredivanje utjecaja inhibitora na rast kvasca S. cerevisiae

Pripremljene su 1 M otopine octene kiseline, levulinske Kiseline i 2-furaldehida koje
su zatim sterilizirane i koriStene za daljnju pripremu potrebnih koncentracija otopina za

odredivanje rasta kvasca.
2-furaldehid (1 M)

2-furaldehid (10 M) 4,0 mL
etanol 36,0 mL

levulinska kiselina (1 M)

98 % levulinska kiselina 4,749

deionizirana voda 40,0 mL
octena kiselina (1 M)

octena kiselina (16,5 M) 2,4 mL

deionizirana voda 37,6 mL
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3.1.3.6. Kemikalije i enzimi
Agaroza

Apsolutni etanol

DNA bakteriofaga A

Bromtimol plavo (BTP)

Enzimi za cijepanje i modifikaciju

DNA, te odgovarajuéi puferi

Etidij-bromid
2-Furaldehid
Izopropanol

Levulinska kiselina

Kemikalije za pripremu hranjivih

podloga

Kemikalije za pripremu ostalih otopina

Natrijev acetat
Octena kiselina
PEG
Ribonukleaza A
Sorbitol

Tris

Zimoliaza (Zymolyaze 20-T)

Appligene, lllkirch, Francuska

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Fermentas International Inc., Ontario, Kanada
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska

New England Biolabs, Ipswich, MA, SAD,
Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD,
Pharmacia Biotech, San Francisco, SAD,

Fermentas International Inc., Ontario, Kanada
Roche Applied Science, Indianapolis, IN, SAD
Acros Organics, Geel, Belgija

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Acros Organics, Geel, Belgija

Difco, Detroit, SAD

Merck, Darmstadt, Njemacka

Fluka, Buchs, Svicarska,
Kemika, Zagreb, Hrvatska
Alkaloid, Skoplje, Makedonija

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Avantor Performance Materials B.V. Deventer, Nizozemska

Fluka, Buchs, Svicarska
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska
Barr, Zagreb, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska

Seikugaku Kogyo Co., Tokyo, Japan
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3.2. METODE
3.2.1. Metode za izolaciju i pro¢is¢avanje DNA
3.2.1.1. Izolacija dvolancanog plazmida iz velikog volumena

Za izolaciju dvolancanog plazmida koriStena je standardna metode alkalne lize
(Sambrook 1 Russel, 2001), uz manje modifikacije. 1000 mL prekonoéne kulture bakterije
Escherichia coli centrifugirano je deset minuta na 5000 okretaja u minuti te je talog
resuspendiran u 20 mL TE-pufera i ostavljen 5 minuta na ledu. Suspenziji je dodano 10 mL
otopine natrijev hidroksid/SDS 1 blago je promijeSano te je ponovno ostavljeno 5 minuta na
ledu. Zatim je dodano 3 volumena (15 mL) 3 M natrijevog acetata i inkubirano 20 minuta pri
-20 °C. Nakon inkubacije, centrifugirano je 20 minuta na 6000 okretaja u minuti. Supernatant
je prebacen u novu kivetu 1 ponovo centrifugiran pri istim uvjetima. Bistri supernatant
preliven je u novu kivetu, odreden mu je volumen, pomijeSan s 0,6 volumena izopropanola i
ostavljen 15 minuta na sobnoj temperaturi. Suspenzija je centrifugirana 30 minuta na 6000
okretaja u minuti te je supernatant bacen, a talog suSen u laminaru. Kad je talog posusen,
otopljen je u 300 uL. TE-pufera i 10 uL RNaze. Ako je DNA dobro otopljena u TE-puferu
slijedi fenolizacija (poglavlje 3.2.1.2.). Plazmidna DNA taloZena je amonijevim acetatom i
apsolutnim etanolom (poglavlje 3.2.1.3.) i otopljena u 300 uL TE-pufera pH 8,0. Moze se
DNA jos jednom pretaloZiti amonijevim acetatom i etanolom te kao u prethodnom koraku i
otopiti u 300 uL TE-pufera pH 8,0.

3.2.1.2. Procis¢avanje DNA smjesom fenol/kloroform/izoamilni alkohol

Otopini DNA dodan je jednaki volumen smjese fenol/kloroform/izoamilni alkohol u
omjeru 25:24:1. Potrebno je snazno promijesati zatim je centrifugirano 2 minute na 11000

okretaja u minuti. Gornja faza oprezno je prenesena u novu Kivetu.

Postupak je ponovljen sve dok se nakon centrifugiranja nije prestao pojavljivati
proteinski talog (izmedu gornje i donje faze). Ako je proteinski talog uklonjen, gornja faza
prenesena je u novu Kivetu i dodan je jednaki volumen smjese kloroform/izoamilni alkohol da
bi se uklonio zaostali fenol, snazno je promijesano i nakon centrifugiranja (2 minute na 11000

okretaja u minuti) gornja faza prenesena u novu kivetu.
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3.2.1.3. Talozenje DNA amonijevim acetatom i etanolom

Najces¢e se DNA talozi smjesom amonijeva acetata i etanola. Volumenu DNA dodano
je 1/3 volumena 8 M amonijevog acetata i 8/3 volumena apsolutnog etanola. Uzorak je ¢uvan
najmanje 2 sata pri temperaturi od -20 °C. Talog DNA dobiven je centrifugiranjem 20 minuta

na 11000 okretaja u minuti pri4 °C.
3.2.1.4. Cijepanje i modifikacija DNA

Cijepanje 1 modifikacija DNA provedeni su prema uputama proizvodaca restrikcijskih
I modifikacijskih enzima (,,New England Biolabs” Ipswich, MA, SAD; ,Roche Applied
Science* Indianapolis, IN, SAD; ,,GE Healthcare Bio-Sciences*“ AB, Uppsala, Svedska;

,Fermentas International Inc.“, Ontario, Kanada).
3.2.2. Gel elektroforeza

Otopljeni agarozni gel (poglavlje 3.1.3.4.) ohladen je na oko 60 °C i izliven u nosac
gela na koji je postavljen CeSalj za formiranje jazica. Kad je gel skrutnut, izvaden je Cesalj i
nosac gela je postavljen u kadicu za elektroforezu u koju je uliven TBE-pufer (1 x) tako da
sloj pufera iznad gela bude debeo oko 1 mm. Uzorci DNA pomijeSani su s bojom za
nanosenje uzoraka u odnosu 6:1 i uneseni mikropipetom u jazice na gelu. Elektroforeza je u
kadicama GNA 100 provodena pri naponu do 70 V u vremenu od 1-3 sata (ovisno o
koncentraciji agaroze i veli¢ini fragmenata DNA koji se analiziraju). Za elektroforezu DNA
koristen je 0,8 %-tni agarozni gel i TBE-pufer. Nakon provedene elektroforeze DNA je
vizualizirana namakanjem gela u otopini etidij-bromida (15 do 20 minuta) te izloZena

ultraljubiGastom svjetlu. Gel je fotografiran kroz crveni filter.
3.2.3. Odredivanje utjecaja inhibitora na rast kvasca S. cerevisiae
3.2.3.1. Utjecaj inhibitora na rast u tekucem mediju

Za odredivanje utjecaja inhibitora (octene i levulinske kiseline te 2-furaldehida i etanola)
na rast kvasca S. cerevisiae, kulture su uzgojene do stacionarne faze rasta. Kulture su
razrijedene tako da je ODeggo priblizno jednak u svim mjerenim uzorcima te su dodane
prethodno pripremljene otopine inhibitora (poglavlje 3.1.3.5.) u odredenim volumenima kako

bi se postigla odredena koncentracija inhibitora u pojedinoj kulturi. Kao kontrole koriStene su
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dvije kulture, jedna u koju nije niSta dodano i druga u koju je dodan volumen sterilne vode
koji odgovara najve¢em dodanom volumenu mati¢ne otopine inhibitora kako bi se korigiralo
razrjedenje kulture. Apsorbancija je mjerena je pomocu spektrofotometra (Slika 10) odmah po
dodatku inhibitora (to) te nakon 3, 12 i 24 sata, a za svaku kulturu provedena su dva do cetiri
eksperimenta sa svakim od inhibitora (ovisno o odstupanjima rezultata izmedu dva
eksperimenta). Zatim su izracunate srednje vrijednosti koje su normalizirane obzirom na
vrijednost apsorbancije u to, arezultati su prikazani grafi¢ki. Zbog flokulacije koristenih sojeva
kvasca, apsorbancija je mjerena tako da je u kiveti pomijeSan 1 mL kulture i 1 mL 1 M natrij

citrata za koji je pokazano da sprjecava flokulaciju (Pranklin, 2015).

Slika 10. Spektrofotometar na kojem su provedena mjerenja utjecaja inhibitora na rast u teku¢em

mediju.

3.2.3.2. Utjecaj inhibitora na rast kvasca na krutoj podlozi

Za odredivanje utjecaja inhibitora (octene i levulinske kiseline te 2-furaldehida) na krutoj
podlozi na rast kvasca S. cerevisiae (,,spot analiza®), kulture su uzgojene do stacionarne faze
rasta u 1,5 mL tekuce selektivne podloge bez uracila, ako su nacjepljivani transformirani
sojevi koji sadrze plazmide sa genom URA3 kao selektivnim markerom ili u 1,5 mL
selektivne podloge sa uracilom u slu¢aju netransformiranih sojeva. Kulture su razrijedene do
Sestog decimalnog razrjedenja, pri c¢emu je prvo decimalno razrjedenje napravljeno u 1 M

natrijevom-citratu zbog flokulacije sojeva. Pripremljene su kompletne i selektivne hranjive
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podloge bez dodatka inhibitora i s odredenim, razli¢itim koncentracijama inhibitora rasta. 5
puL svakog decimalnog razrjedenja nacijepljeno je na krutu kompletnu i selektivnu hranjivu
podlogu. Nakon dva dana uzgoja pri 28 °C, kulture su izvadene iz termostata te su prebrojane

porasle kolonije kako bi se izra¢unalo prezivljenje.
3.2.4. Odredivanje stabilnosti plazmida pri uzgoju u neselektivnim uvjetima

Kako bi se odredila stabilnost plazmida u transformiranim sojevima u neselektivnim
uvjetima, transformanti koji sadrze plazmid pSP-YAPL (poglavlje 3.1.1.2) uzgajani su do
stacionarne faze rasta u 2 mL selektivne hranjive podloge. Svaki soj nacijepljen je u Cetiri
kompletne tekuce podloge: jednu bez dodatka inhibitora te tri s inhibitorima rasta (octenom 1
levulinskom kiselinom koncentracije 100 mM te 2-furaldehidom koncentracije 20 mM).
Nakon dva dana uzgoja pri 28 °C, porasle kulture su razrijedene, pri ¢emu je prvo decimalno
razrjedenje napravljeno u 1 M natrijevom citratu, zbog flokulacije sojeva, 1 100 pL
razrjedenja nacijepljeno na krutu kompletnu hranjivu podlogu. Nakon dva dana inkubacije na
28 °C, porasle kolonije su prebrojane i replicirane na selektivnu hranjivu podlogu bez uracila.
Nakon dodatna dva dana inkubacije prebroje se kolonije narasle na selektivnoj podlozi i
izracuna se postotak stanica u kulturi koje su zadrzale plazmid te prezivljenje sojeva ovisno o

inhibitoru koji je dodan kulturi.
3.2.5. Odredivanje fermentacijske sposobnosti kvasca S. cerevisiae

Otopina bromtimol plavo (BTP) indikator je promjene pH i to svojstvo koristi se za detekciju
promjene pH hranjive podloge, nacijepljene kvascem S. cerevisiae, a uzrokovane
fermentacijom, odnosno proizvodnjom CO; koji prelazi u uglji¢nu kiselinu koja snizava pH:
C¢H12,06 — 2 CH3CH,0OH + 2 CO,
CO, + H,0 — HCO; + H*

Sposobnost kvasca S. cerevisiae da proizvodi CO, prati se na minimalnoj podlozi u
prisutnosti BTP-a (poglavlje 3.1.3.2.) tako da se naprave decimalna razrjedenja kulture
uzgojene do stacionarne faze te se po 3 pL prva Cetiri decimalna razrjedenja nacijepi u obliku
kapljica na podlogu BTP, a rezultati se o€itaju nakon dva dana. Dodatno, 100 pL Sestog
decimalnog razrjedenja nacijepi se na podlogu BTP kako bi narasle pojedina¢ne kolonije koje
se na temelju boje 1 veliCine kolonije klasificiraju kao crvene i Zute, odnosno male, srednje 1

velike.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Za ekonomski isplativu proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina, potrebno je
koristiti proizvodne sojeve koji su rezistentni na visoke koncentracije inhibitora rasta ¢ime se
smanjuju troSkovi obrade hidrolizata koji se koristi kako sirovina. Cilj ovog rada bio je ispitati
utjecaj inhibitora rasta, nastalih razgradnjom lignoceluloznih sirovina (octene i levulinske
kiseline te 2-furaldehida) i etanola, kao kona¢nog produkta fermentacije, na diploidne sojeve
kvasca Saccharomyces cerevisiae te utvrditi utjece li pojacana ekspresija gena ATR1, FLR1,
YAP1, CTAL, ZWF1 i GSH1 na rezistenciju sojeva na inhibitore rasta. Takoder, provjerena je
sposobnost fermentacije konstruiranih sojeva to jest da li pojac¢ana ekspresija ovih gena utjece

na sposobnost fermentacije kvasca.

4.1. Utjecaj pojacane ekspresije gena YAPL na rezistenciju soja K2 na inhibitore rasta

prisutne u tekuc¢im hranjivim podlogama

Prethodni eksperimenti utjecaja inhibitora na rast homozigotnih i heterozigotnih sojeva
kvasca u tekucoj hranjivoj podlozi bili su provedeni s maksimalnim koncentracijama od 100
mM octene i levulinske kiseline te 30 mM 2-furaldehida (Pranklin, 2015). U ovome radu
istrazivano je postoji li pozitivan utjecaj pojacane ekspresije odredenih kvasCevih gena na
rezistenciju na inhibitore rasta, a posljedi¢no i na prirast biomase, zbog ¢ega je povecana
koncentracija octene 1 levulinske kiseline na 120 mM dok je koncentracija najtoksic¢nijeg
inhibitora, 2-furaldehida, ostala nepromijenjena (poglavlje 3.2.3.1.).

Nakon odredivanja koncentracije inhibitora koja znacajno usporava ili zaustavlja rast
odabranih sojeva, proizvodne sojeve moze se dodatno modificirati tehnikama genetickog
inzenjerstva kako bi bili otporniji na viSe koncentracije inhibitora ¢ime se smanjuju troskove
proizvodnje (Alriksson i sur., 2010). U ovome radu ispitana je mogucnost povecanja
rezistencije na inhibitore rasta nakon unosa i pojacane ekspresije odabranih kvascevih gena.
Naime, gen YAP1 kodira za transkripcijski faktor Yapl, protein koji sudjeluje u odgovoru na
oksidativni stres, rezistenciju na H,O; i kontrolira regulon koji sadrzi najmanje 32 proteina
odgovorna za oksidativni stres (Lee i sur., 1999). Kako bi se ispitao utjecaj pojacane
ekspresije gena YAPL na rezistenciju na inhibitore rasta, koriSten je homozigotni diploidni soj
K2-YAP1 nastao transformacijom homozigotnog diploidnog soja K2 plazmidom pSP-YAP1

(Jalsi¢, 2016). Dodatno, Zeljelo se utvrditi i kako razli¢it sastav hranjivih podloga utjece na
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prirast biomase uz dodatak inhibitora rasta pa su koriStene: kompleksna (YPD) i kemijski
definirana (+ura) hranjiva podloga koje sadrze uracil, dok selektivna kemijski definirana

podloga (—ura), ne sadrzi uracil i omoguéuje rast samo transformiranih stanica koje sadrze

plazmid pSP-YAPL.
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Slika 11. Prirast biomase netransformiranog (K2) i transformiranog (K2-YAP) diploidnog soja u
razli¢itim hranjivim podlogama uz dodatak octene kiseline (A) i levulinske (B) kiseline. © oznacava
kontrolu (kultura bez inhibitora), @+120 oznaCava kontrolu za eksperimente u kojima je dodan
inhibitor do finalne koncentracije od 120 mM pri ¢emu je doslo do znatnijeg povecanja volumena
kulture, YPD oznacava kompleksnu kompletnu, a +ura kemijski definiranu kompletnu podlogu, -ura
obiljezava selektivnu kemijski definiranu podlogu koja ne sadrzi uracil.

| octena i levulinska kiselina djeluju inhibitorno na rast biomase no utjecaj
levulinske kiseline je ipak slabiji (Slika 11). Mirisola i Longo (2012) naveli su da pH i sastav
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medija igraju bitnu ulogu tijekom kronoloskog starenja u Saccharomyces cerevisiae te
intracelularni pad pH na produkciju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), pri ¢emu dolazi do
disfunkcije mitohondrija i posljedi¢no kronoloskog starenja kvasca, a upravo je octena
kiselina jedan od induktora kronoloskog starenja $to posljedicno dovodi do stani¢ne smrti
(Burtner i sur., 2009).

Iz rezultata na slici 11 je vidljivo da transformirani soj K2-Y AP1 ima ve¢i prirast u
odnosu na kontrolni soj K2, u kompleksnoj kompletnoj podlozi (YPD) u koju su dodani
inhibitori rasta (octena i levulinska kiselina), ¢ime je potvrdeno da pojacana ekspresija gena
YAP1 povecava rezistenciju soja na inhibitore rasta. U skladu s ocekivanjima, u svim
ispitivanim uvjetima, prirast biomase najveéi je u najbogatijoj, kompletnoj kompleksnoj
hranjivoj podlozi (YPD), nesto je nizi u kompletnoj kemijski definiranoj podlozi (+ura) i

najnizi je u selektivnoj kemijski definiranoj podlozi koja ne sadrzi uracil (-ura).

Razgradnjom pentoza prilikom predobrade lignoceluloznih sirovina, uz kiseline, nastaje
i 2-furaldehid. Djelovanje 2-furaldehida ovisi o koncentraciji samog inhibitora, gustoci

stanica u kulturi i uvjetima uzgoja (Palmgqvist i sur., 1999b).

2-furaldehid

0
‘Oh 3h 12h 24h ‘Oh 3h 12h 24h ‘Oh 3h 12h 24h‘
‘ @ ‘ 20mM ‘ 30mM ‘
—8—K2YPD —A—K2-YAPYPD  —#—K2-YAP +ura K2-YAP -ura

Slika 12. Prirast biomase netransformiranog (K2) i transformiranog (K2-YAP) diploidnog soja u
razli¢itim hranjivim podlogama uz dodatak 2-furaldehida. @ oznacava kontrolu (kultura bez
inhibitora), ©@+120 oznacava kontrolu za eksperimente u kojima je dodan inhibitor do finalne
koncentracije od 120 mM pri ¢emu je doslo do znatnijeg povecanja volumena kulture, YPD oznacava
kompleksnu kompletnu, a +ura kemijski definiranu kompletnu podlogu, -ura obiljezava selektivnu
kemijski definiranu podlogu koja ne sadrzi uracil. Prirast biomase u kontrolnim kulturama je jednak
onom na slici 11, ali je skala na osi X izmijenjena kako bi se vidjele razlike u prirastu biomase u
kulturama u koje je dodan 2-furaldehid.
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Usporedbi s karboksilnim kiselinama, 2-furaldehid drasticno inhibira rast svih
ispitivanih sojeva kvasca te je prirast biomase gotovo 10 puta manji nego pri uzgoju sojeva
bez dodatka inhibitora (Slika 12). Prikazani rezultati u skladu su s eksperimentima od Heer i
Sauer (2008) koji sugeriraju da je upravo 2-furaldehid glavni toksi¢ni spoj za kvasce koji
djeluje inhibitorno i na rast stanica i na proizvodnju etanola. Upravo zbog jakog inhibitornog
djelovanja 2-furaldehida bitno je naglasiti da u ovim eksperimentima pojac¢ana ekspresija gena

YAP1 pozitivno utjeCe na rezistenciju soja K2.

Fermentacijom izvora ugljika u anaerobnim uvjetima nastaje etanol kao glavni produkt
metabolizma kvasca. lako kvasac moze tolerirati do 18 % etanola, pri koncentracijama vecim
od 10%, etanol znatno inhibira rasta stanica jer snizava pH i posljedicno dovodi do smrti

stanice kvasca (Jonsson 1 sur., 2013).

Etanol
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0o = = =
‘Oh 3h 12h24h ‘Oh 3h 12h24h ‘Oh 3h 12h24h ‘Oh 3h 12h24h‘

‘ ? ‘ 10% 12,50% ‘ @+2E
—8—K2YPD —A—K2-YAPYPD —m—K2-YAP +ura K2-YAP -ura

Slika 13. Prirast biomase netransformiranog (K2) i transformiranog (K2-YAP) diploidnog soja u
razli¢itim hranjivim podlogama uz dodatak etanola. @ oznacava kontrolu (kultura bez inhibitora),
O+2E oznacava kontrolu za eksperimente u kojima je dodan inhibitor do finalne koncentracije od 12,5
% pri ¢emu je doslo do znatnijeg povecanja volumena kulture, YPD oznac¢ava kompleksnu kompletnu,
a +ura kemijski definiranu kompletnu podlogu, -ura obiljezava selektivnu kemijski definiranu podlogu
koja ne sadrzi uracil. Prirast biomase u kontrolnim kulturama je jednak onom na slici 11, ali je skala
na osi X izmijenjena kako bi se vidjele razlike u prirastu biomase u kulturama u koje je dodan etanol.

Etanol je znacajno inhibirao rast stanica kvasca ve¢ pri koncentraciji od 10 %, $to je
rezultiralo niZim prirastom ispitivanog soja. Unato¢ tome, najbolji prirast uo€en je kod
ishodnog netransformiranog soja K2 (Slika 13), §to znaci da unos gena YAP1 nije poveéao

rezistenciju na etanol zbog cega je potrebno provesti dodatna ispitivanja. Dodatno, prirast
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biomase u kulturama koje sadrze 12,5 % etanola je jako nizak, $to je u skladu s objavljenim

rezultatima (Jonsson i sur., 2013).

4.2. Utjecaj inhibitora na rast homozigotnih i heterozigotnih diploidnih sojeva na krutim
podlogama

U eksperimentima na krutim podlogama koriStene su razlicite koncentracije octene i
levulinske kiseline u rasponu od 80 mM do 170 mM. Provjerena je razlika u rastu sojeva
ovisno o sastavu koristenih podloga: kompletne kompleksne (YPD), kompletne kemijski
definirane (+ura) i selektivne podloge (-ura). Vazno je napomenuti da kod rasta na krutim
podlogama nema flokulacije koja je inace odgovorna za zastitu stanica u teku¢im podlogama
(Soares, 2010).

U ovome radu istrazena je moguénost povecanja rezistencije na inhibitore rasta nakon
unosa i pojacane ekspresije odabranih kvascevih gena: ATR1, CTAl, FLR1, GSH1, YAP1,
ZWF1. Nakon odredivanja koncentracije inhibitora koja znacajno usporava ili zaustavlja rast
odabranih netransformiranih sojeva, ispitani su odabrani transformanti proizvodnih sojeva,
kako bi se ispitala njihova rezistencija na inhibitore rasta. Naime, pojac¢ana ekspresija gena
ATR1 i FLR1 moze doprinijeti povecanoj rezistenciji proizvodnih sojeva na HMF i koniferil
aldehid (Alriksson i sur., 2010). Nadalje, pojacana ekspresija gena GSH1 doprinosi boljoj
zastiti od djelovanja toksi¢nih metabolita (Ask i sur., 2013), dok produkti gena YAP1 i ZWF1
sudjeluju u zasStiti stanice kvasca od oksidativnog stresa i rezistenciji na inhibitore rasta

(Alrikson i sur., 2010; Gorisch, 2005)

4.2.1. Utjecaj inhibitora na rast netransformiranih diploidnih sojeva na krutim kompleksnim i
kemijski definiranim podlogama

Za homozigotne i heterozigotne diploidne sojeve koriStene u ovom radu do sad nije
odredena koncentracija inhibitora koja znacajno smanjuje prezivljenje na krutim hranjivim
podlogama. Zbog toga su stanice kvasca uzgajane do stacionarne faze rasta nakon Cega je
kultura razrijedena, a pojedina razrjedenja kultura zatim nacijepljena u obliku kapljica na
pripremljene kompleksne i kemijski definirane hranjive podloge bez dodatka inhibitora ili s
dodatkom razli¢itih koncentracija inhibitora rasta (Slika 14). Za svaki soj izraCunato je
prezivljenje, prebrojane su porasle kolonije na podlogama bez dodatka inhibitora (kontrola) i
na podlogama s dodatkom inhibitora octene (Slika 15) i levulinske kiseline (Slika 16) te 2-
furaldehida (Slika 17).
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PreiZivljenje (%)

Slika 14. Odredivanje postotka prezivljenja na krutim hranjivim podlogama u koje je dodan
odgovarajuci inhibitor rasta. Nacijepljena su decimalna razrijedenja odgovarajuéih sojeva u obliku
kapljica (,,Spot analiza“).

B
Octena kiselina (YPD) Octena kiselina (+ura)
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80 3 K2
L300 -
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Slika 15. Postotak prezivljenja netransformiranih sojeva na kompletnoj kompleksnoj podlozi (YPD)
(A) i kompletnoj kemijski definiranoj podlozi (B) uz dodatak razli¢itih koncentracija octene kiseline
Prezivljenje na slici B u kontrolnim kulturama iznosi 100 %, ali je skala na osi X izmijenjena kako bi
se vidjele razlike u prezivljenju kultura koje su nacijepljene na kompletne kemijski definirane podloge
u koje je dodana octena kiselina.

Iz rezultata prikazanih na slici 15 vidljivo je da na kompleksnoj kompletnoj (YPD)
podlozi s 100 mM octenom Kkiselinom najbolje raste heterozigotni diploid H1, dok je pad

prezivljenja na ve¢im koncentracijama (150 mM) za sve sojeve podjednak. Da bi se usporedio
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utjecaj sastava hranjive podloge na rast stanica kvasca koriStena je i kompletna kemijski
definirana podloga uz dodatak 80 mM octene kiseline, a svi su sojevi imali izuzetno nisko
prezivljenje, manje od 1%. Znatno bolje prezivljenje sojeva na kompletnoj kompleksnoj nego
na kompletnoj kemijski definiranoj podlozi je i o¢ekivano, jer kompletna kompleksna podloga
sadrzi sve potrebne ¢imbenike rasta koje kvasac moze direktno metabolizirati, dok kemijski
definirana podloga sadrzi prekursore iz kojih kvasac mora sintetizirati potrebne tvari rasta
(Sherman, 2002).

U skladu s rezultatima u poglavlju 4.1. vidljivo je da svi analizirani sojevi bolje rastu
na kompletnoj kompleksnoj nego na kompletnoj kemijski definiranoj podlozi s octenom
kiselinom te su na kemijski definiranoj podlozi.

A B
Levulinska kiselina (YPD) Levulinska kiselina (+ura)
120 5
100 4
mK1
X 80 S mK2
1 w 3
3 c mH1
9 60 3
s 2 mH2
5N g 2
a 40 a w4
17
1
20
0 0 T )
@ 100mM 150mM @ 100mM 150mM

Slika 16. Postotak prezivljenja netransformiranih sojeva na kompletnoj kompleksnoj podlozi (YPD)
(A) i kompleksnoj kemijski definiranoj podlozi (B) uz dodatak razli¢itih koncentracija levulinske
kiseline. Prezivljenje na slici B u kontrolnim kulturama iznosi 100 %, ali je skala na osi X izmijenjena
kako bi se vidjele razlike u prezivljenju kultura koje su nacijepljene na kompletne kemijski definirane
podloge u koje je dodana levulinska kiselina.

Analizirani homozigotni 1 heterozigotni diploidni sojevi imali su znaajan pad
prezivljenja na kompletnim kompleksnim hranjivim podlogama uz dodatak 150 mM
levulinske kiseline (Slika 16A), dok je, kao 1 u slu¢aju kompletne kemijski definirane podloge
(Slika 16B), preZivljenje na podlozi s 150 mM levulinskom kiselinom jedino za
najrezistentniji soj K2 bilo iznad 1%. Zanimljivo je da homozigotni diploidni soj K2 nema
visoko prezivljenje, u odnosu na ostale sojeve, na kompleksnoj kompletnoj podlozi, dok mu je

prezivljenje na kompletnoj kemijski definiranoj podlozi bolje nego ostalim sojevima.
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Slika 17. Postotak prezivljenja netransformiranih sojeva na kompletnoj kompleksnoj podlozi (YPD)
(A) i kompletnoj kemijski definiranoj podlozi (B) uz dodatak razli¢itih koncentracija 2-furaldehida.
Najvece prezivljenje na kompletnim kompleksnim 1 kemijski definiranim podlogama s
10 mM 2-furaldehidom (Slika 17) imao je heterozigotni dipoloidni soj H1. Ovi rezultati
upucuju na to da bi se ovaj soj mogao koristiti prilikom proizvodnje bioetanola na
lignoceluloznim sirovinama, ali bi jo$ trebalo detaljno analizirati njegov rast u tekuéim

podlogama s 2-furaldehidom.

4.2.2. Utjecaj pojacane ekspresije gena na rezistenciju sojeva na krutim podlogama

Glavni cilj ovog rada bio je utvrditi da 1i pojacana ekspresija odredenih kvas¢evih
gena utjeCe pozitivno na povecanje rezistencije sojeva na najceSc¢e inhibitore rasta i
fermentacije koji nastaju hidrolizom lignoceluloznih sirovina. Prilikom provedbe
eksperimenata koristeni su transformanti heterozigotnih diploidnih sojeva H1, H2 i 17 koji
sadrze plazmide: pSP-G2 (plazmidni vektor), pSP-ATR1, pSP-CTAL i pSP-FLR1 (sadrze
gene koji kodiraju za transmembranske pumpe) te pSP-YAP1 i pSP-ZWF1 (sadrZe gene koji
kodiraju za proteine koji sudjeluju u odgovoru na oksidativni stres). U ovim eksperimentima
koriStene su kompletna kompleksna podloga (YPD) 1 selektivna kemijski definirana podloga

koja ne sadrzi uracil (-ura) na kojoj rastu samo stanice koje sadrze plazmid.
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4.2.2.1. Utjecaj octene kiseline na rast transformiranih sojeva na krutim podlogama

Kako bi se usporedio utjecaj razli¢itog sastava hranjivih podloga i rezistencije izmedu
sojeva na podlogama s razli¢itim koncentracijama octene kiseline, rezultati su grupirani tako
da su na slici 19 prikazane vrijednosti prezivljenja pojedinog soja (H1, H2 i 17) i
transformanata. Pokazano je da plazmidi pSP-ATRL1 i pSP-YAP1 najvise pozitivno utje¢u na

rezistenciju.
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Slika 18. Postotak prezivljenja transformiranih sojeva koji potjeu od heterozigotnih diploida H1, H2 i
17 na kompletnoj kompleksnoj podlozi (A; C; E) i selektivnoj podlozi bez uracila (B; D; F) uz dodatak
razli¢itih koncentracija octene kiseline. Prezivljenje svih sojeva na odgovaraju¢im podlogama bez
dodatka inhibitora iznosi 100 %, ali je skala na osi X izmijenjena kako bi se vidjele razlike u
prezivljenju kultura.
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Najveca koncentracija octene kiseline pri kojoj je rastao soj H1 je 160 mM, a postotak
prezivljenja bio je znatno veci u usporedbi s ostalim netransformiranim sojevima. Najbolje
prezivljenje imao je transformant H1-YAP (pSP-YAPI1, 6 %), Sto je oc¢ekivano buduéi da
YAP1 kodira za transkripcijski faktor koji sudjeluje u odgovoru na oksidativni stres (Stephen,
1995). Na podlozi bez uracila, u koju je dodana 100 mM octena kiselina najveée prezivljenje
imao je soj transformiran plazmidom pSP-ATR1 (15%).

Na krutoj kompletnoj kompleksnoj podlozi sa 170 mM octenom kiselinom, vrijednosti
prezivljenja transformanata soja H2 jako su niske (Slika 18C). Sve vrijednosti prezivljenja su
broj¢ano bliske i niti jedan transformant nije pokazao znacajno vecu rezistenciju na octenu
kiselinu kao $to je to bilo prilikom uzgoja transformanta soja H1. Na selektivnoj podlozi bez
uracila s octenom kiselinom (Slika 18D) najveée vrijednosti prezivljenja pri 120 mM imali su
transformanti H2-ATR, H2-FLR i H2-YAP (4 %).

Niti jedan transformant soja 17 nije pokazao znacajno povecanje rezistencije na octenu
kiselinu pri koncentracijama 140 i 160 mM u kompleksnoj kompletnoj podlozi (Slika 18E).
Na selektivnoj podlozi koja ne sadrzi uracil uz dodatak 140 mM octene kiseline, najvise
prezivljenje od svega 2 % imao je soj I7-CTA (koji ima pojac¢anu ekspresiju gena CTAL koji
kodira za protein transmembranske pumpe). Na kompletnoj i selektivnoj podlozi pri visokim
koncentracijama octene kiseline 140 i 160 mM ne razlikuju se zna¢ajno postotci prezivljenja

transformanata.
4.2.2.2. Utjecaj levulinske kiseline na rast transformiranih sojeva na krutim podlogama

Kvasac moze kao izvor ugljika koristiti slabe kiseline koje pri nizim koncentracijama
pozitivno utjeCu na prinos etanola (Jonsson i sur., 2013), dok pri viSim koncentracijama
inhibiraju rast proizvodnog mikroorganizama, jer difundiraju kroz stanicnu membranu 1 ulaze
u citosol ¢ime snizavaju pH citosola (Palmqvist i Hahn-Héagerdal, 2000). Kako bi se usporedio
utjecaj razli¢itog sastava hranjivih podloga i rezistencije izmedu sojeva, rezultati su grupirani
tako da su na slici 19 prikazane vrijednosti prezivljenja pojedinog soja (H1, H2 1 17) i njihovih

transformanata na podlogama s razli¢itim koncentracijama levulinske kiseline.
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Slika 19. Postotak prezivljenja transformiranih sojeva koji potjecu od heterozigotnih diploida H1, H2 i
17 na kompletnoj kompleksnoj podlozi (A; C; E) i selektivnoj podlozi bez uracila (B, D; F) uz dodatak
razlicitih koncentracija levulinske kiseline. Prezivljenje svih sojeva na odgovaraju¢im podlogama bez
dodatka inhibitora iznosi 100 %, ali je skala na osi X izmijenjena kako bi se vidjele razlike u
prezivljenju u kulturama na podlogama.
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Na slici 19 vidi se da je prezivljenje stanica pri uzgoju na Kkrutoj kompletnoj
kompleksnoj podlozi koja sadrzi levulinsku kiselinu jako nisko te su najvece vrijednosti
prezivljenja zabiljezene pri uzgoju transformanata soja HI. Najveée prezivljenje na
kompletnoj kompleksnoj podlozi s dodatkom 140 mM levulinske kiseline (14 %) imao je soj
H1-pSP-G2 koji je sadrzavao samo plazmidni vektor (pSP-G2). Pri uzgoju na selektivnoj
hranjivoj podlozi s dodatkom 120 mM levulinske kiseline, vrijednosti prezivljenja bile su
niske: H1-ATR (pSP-ATRL1, 3 %) i H1-YAP (pSP-YAP1; 2,5 %).

Transformanti soja H2 imali su najnize vrijednosti prezivljenja na kompletnoj
kompleksnoj podlozi usporedbi s ostalim sojevima (nize od 0,06%). Na selektivnoj podlozi
maksimalna koncentracija levulinske kiseline na kojoj su rasli sojevi bila je 140 mM, $to je
manja koncentracija nego na kompletnoj podlozi te je najvecu vrijednost prezivljenja imao
H2-ATR (pSP-ATR1; 0,9 %).

Niske vrijednosti prezivljenja na kompletnoj kompleksnoj podlozi koja sadrzi
levulinsku kiselinu, zabiljeZene su i prilikom uzgoja transformanata soja 17 koji su rasli do
koncentracije 160 mM. Najveci postotak prezivljenja detektiran je na selektivnoj podlozi uz
dodatak 120mM levulinske kiseline, prilikom uzgoja transformiranog soja 17-ZWF (sadrzi

gen ZWF1 koji kodira za proteine koji sudjeluju prilikom oksidativnog stresa; 0,45%).

4.2.2.3. Utjecaj 2-furaldehida na rast transformiranih sojeva na krutim podlogama

Toksi¢no djelovanje 2-furaldehida ovisi o koncentraciji samog inhibitora, gustoci
stanica u kulturi i uvjetima uzgoja (Palmqvist i sur., 1999b) te utjeCe na enzime glikolize i
citratnog ciklusa ukljuene u energetski metabolizam (Soccol i sur., 2011). Kako bi se
usporedio utjecaj razli¢itog sastava hranjivih podloga i rezistencije izmedu sojeva, rezultati su
grupirani tako da su na slici 20 prikazane vrijednosti prezivljenja pojedinog soja (H1, H2 i17)

i njihovih transformanata na podlogama s razli¢itim koncentracijama 2-furaldehida.
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Slika 20. Postotak prezivljenja transformiranih sojeva koji potje¢u od heterozigotnih diploida H1, H2 i
17 na kompletnoj kompleksnoj podlozi (A; C; E) i selektivnoj podlozi bez uracila (B, D; F) uz dodatak
razli¢itih koncentracija 2-furaldehida. Prezivljenje svih sojeva na odgovaraju¢im podlogama bez
dodatka inhibitora iznosi 100 %, ali je skala na osi X izmijenjena kako bi se vidjele razlike u

prezivljenju kultura.
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Vrijednosti prezivljenja na kompletnim kompleksnim i selektivnim podlogama s nizim
koncentracijama 2-furaldehida bile su znatno vece, nego pri dodatku octene ili levulinske
kiseline. Najvecée prezivljenje na kompletnoj kompleksnoj podlozi s 5 mM 2-furaldehidom
ima transformant H1-ATR (pSP-ATR1, slika 20A) koji ima pojacanu ekspresiju gena ATR1
(kodira za transmembransku pumpu, Alriksson i sur., 2010). Na selektivnoj podlozi dobiveni
su sli¢ni rezultati, te je najvece prezivljenje imao transformant H1-YAP (pSP-YAPL).

1z slike 20C vidljivo je da je pri dodatku 5mM 2-furaldehida u kompletnu kompleksnu
podlogu prezivljenje pojedinih transformanata koji poticu od soja H2 veée od 95% (H2-ATR i
H2-YAP). Takoder, netransformirani soj raste slabije i prezivljenje je dvostruko nize (42 %)
nego upotrebom transformiranih sojeva. Na selektivnoj podlozi uz dodatak 5 mM 2-
furaldehida (Slika 20D) transformant H2-YAP (pSP-YAP1) imao je najvece preZivljenje (oko
95%) $to sugerira da ovaj soj raste jednako u prisutnosti 5 mM 2-furaldehida neovisno o kojoj
se podlozi radi. Unos gena ATR1 i YAPL je i u ovom slucaju djelovao pozitivno, odnosno
doprinio rezistenciji soja na 2-furaldehid.

Pri niZoj koncentraciji 2-furaldehida (5 mM) na kompletnoj kompleksnoj hranjivoj
podlozi (Slika 20E) najveci postotak prezivljenja imao je soj 17-ATR (98%) dok je upotrebom
netransformiranog soja prezivljenje bilo nize (56 %), a na selektivnoj podlozi s 2-
furaldehidom najve¢e prezivljenje je imao 17-ZWF (76 %). Almeida i suradnici (2007)
navode u svom radu da ekspresija gena ZWF1 koji kodira za glukoza-6-fosfat dehidrogenazu
omogucuje dobar rast na koncentracijama do 50 mM furfurala, iako je mehanizam koji stoji
iza tolerancije na furfural joS nejasan, pretpostavlja se da je vjerojatno povezan sa povecanom
koncentracijom NADPH u stanici. Osim toga, povecanje koncentracije enzima metabolickog

puta pentoza fosfata moze imati pozitivan zastitni utjecaj na ostec¢enja uzrokovana furfuralom.

4.3. Usporedba rezistencije diploidnih sojeva na inhibitore rasta u tekué¢im i krutim
medijima

Nakon provedenih eksperimenata opisanih u poglavljima 4.1. i 4.2. usporedene su
koncentracije inhibitora rasta koji uzrokuju pad prirasta biomase to jest prezivljenja ispod 50

% netransformiranih sojeva (Tablica 2).
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Tablica 2. Koncentracije inhibitora rasta koje urokuju znacajan pad prirasta biomase ili prezivljenja

netransformiranih sojeva.

Soj Octena kiselina Levulinska kiselina 2-furaldehid
Kruta Tekuca Kruta Tekuca Kruta Tekuca
podloga podloga podloga podloga podloga podloga
K1 100 120 100 120 10 20
K2 100 120 100 120 10 20
H1 100 120 100 120 10 20
H2 100 120 100 120 5 20
17 100 120 100 120 10 20

Iz tablice 2 vidljivo je da netransformirani sojevi rastu pri veéim koncentracijama

inhibitora u teku¢oj podlozi nego na krutim podlogama, a sposobnost flokulacije sojeva

uzgajanih u podlozi moze biti jedan od mehanizama uklju¢enih u toleranciju visokih

koncentracija inhibitora rasta i krajnjeg produkta etanola te u stanicama kvasca (Soares,

2010).

Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da unos odredenih gena u stanice kvasca

moze imati pozitivan utjecaj na rezistenciju sojeva na inhibitore rasta hidrolizata

lignoceluloznih sirovina. U tablici 3 navedene su maksimalne koncentracije inhibitora rasta

koje omoguéuju rast ispitivanih transformiranih sojeva na krutim hranjivim podlogama

(prezivljenje ispod 2 %).

Tablica 3. Maksimalne koncentracije inhibitora rasta koje omogucuju rast ispitivanih transformiranih

sojeva na krutim hranjivim podlogama.

Octena kiselina Levulinska kiselina 2-furaldehid
YPD -ura YPD -ura YPD -ura
H1-ATR,
H1-YAP I7-ATR H2- VAP H2-YAP HL-ATR H2-YAP
(Tégm (160mM) ('jgﬁj) (140mM) ('I(')m; 17-ZWF
(10mM)
17-YAP H1-ATR
(170mM) (160mM)
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Za nastavak ovih eksperimenata, potrebno je napraviti analizu prirasta biomase
najrezistentnijih transformiranih sojeva u teku¢em mediju. Zanimljivo bi svakako bilo i
klonirati gene ATR1 i YAPL, koji su dali najbolje rezultate u provedenim eksperimentima, u
jedan plazmidni vektor te transformirati ispitivane sojeve kako bi se utvrdilo postoji li

sinergisticki efekt na povecéanje rezistencije.

4.4. Stabilnost replikativnih plazmida u neselektivnim uvjetima

Replikativni plazmidi koriSteni u ovom radu sadrze uz odgovaraju¢i kvascev gen, ¢ija
bi pojacana ekspresija mogla povecati rezistenciju transformiranog soja na neki od inhibitora
rasta, i gen URA3 koji sluzi kao selektivni biljeg. Pri uzgoju u selektivnim uvjetima, to jest na
podlozi koja ne sadrzi uracil, gen URA3 omogucuje rast samo transformiranih stanica koje
sadrze plazmid. Kako je kemijski sastav lignoceluloznih hidrolizata slozen 1 varira ovisno o
polaznoj sirovini, u ovome radu ispitana je stabilnost replikativnih plazmida pri uzgoju u
neselektivnim uvjetima, to jest u podlozi koja sadrzi uracil. Odredivanje stabilnosti plazmida
opisano je u podglavlju 3.2.4., a rezultati su prikazani na slikama 21. i 22. Dodatno, ispitano
je da li se prisutnost inhibitora rasta (octena, levulinska Kiselina i 2-furaldehid) u hranjivoj
podlozi mozZe koristiti kao jedini selektivni pritisak kako bi se osigurala stabilnost
replikativnog plazmida pSP-YAPL. Za ove eksperimente odabran je plazmid pSP-YAP1
upravo zbog pozitivnog utjecaja pojacane ekspresija gena YAP1 na rezistenciju sojeva na

inhibitore rasta.
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Slika 21. Stabilnost plazmida pSP-YAP1 u diploidnim sojevima u neselektivnim uvjetima.
Transfomanti su uzgajani u kompletnoj hranjivoj podlozi bez dodatka inhibitora (plavo) ili uz dodatak
100 mM levulinske (zeleno) i octene kiseline (zuto) te 20 mM 2-furaldehida (crveno).

Najmanji postotak gubitka plazmida zabiljezen je u soju K1-Y AP neovisno o tome da
li je soj uzgajan u kompletnoj kompleksnoj podlozi ili u selektivnoj podlozi uz dodatak
inhibitora rasta. Kod svih ostalih transformanata zabiljezena je relativno niska stabilnost
plazmida pSP-YAP1 nakon uzgoja u kompletnoj podlozi, koja se kretala od 18 % (soj H1-
YAP1) do 50 % (soj H2-YAPL1). Dodatak octene i levulinske kiseline te 2-furaldehida, za
vec¢inu ispitivanih sojeva, nije djelovao kao dovoljan selektivni pritisak i posljedi¢no nije
pozitivno utjecao na stabilnost plazmida kod ispitivanih transformanata. Iznimno, uocena je
povecana stabilnost plazmida u soju K2-Y AP nakon dodatka 2-furaldehida i u soju 17-YAP1

nakon dodatka levulinske kiseline.

U ovom je eksperimentalnom sustavu dodatno odredeno i prezivljenje odgovaraju¢ih
sojeva, nakon uzgoja u podlozi s 100 mM octenom ili levulinskom kiselinom i 20 mM
furaldehidom, nacjepljivanjem na krute hranjive podloge, a postotci preZivljenja prikazani su

na slici 22.
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Slika 22. Prezivljenje transformiranih sojeva plazmidom pSP-YAP1 bez dodatka inhibitora (plavo) i
pri koncentraciji od 100 mM levulinske (zeleno) i octene kiseline (zuto) te 20 mM 2-furaldehida
(crveno).

Rezultati prezivljenja (Slika 22) za soj K2-Y AP u skladu su s rezultatima navedenim u
poglavljima 4.1. i 4.2. jer ovaj soj izrazito slabo raste u prisustvu 2-furaldehida. Osim toga, i u
ovom je eksperimentalnom sustavu potvrden jaci inhibitorni efekt octene kiseline, u usporedbi
s levulinskom. Zanimljivo je da je najveci postotak prezivljenja u prisustvu inhibitora imao
soj 17-YAP te se moze zakljuCiti da je transformacija soja 17 sa plazmidom pSP-YAP

pozitivno djelovala na otpornost soja i na 2-furaldehid i na octenu Kiselinu.

4.5. Preliminarni test fermentacijske sposobnosti sojeva

Za proizvodnju etanola na sloZzenom supstratu kao S§to je hidrolizat lignoceluloznih
sirovina bitno je da proizvodni soj kvasca Saccharomyces cerevisiae dobro podnosi visoke
koncentracije inhibitora rasta, ali i da proizvodi i tolerira visoke koncentracije etanola. Kako
bi se procijenila fermentacijska sposobnost sojeva, u ovome radu koriStene su krute kemijski
definirane podloge koje sadrze indikator bromtimol-plavo (BTP, poglavlje 3.1.3.2) Naime,
tijekom rasta sojeva na podlozi s indikatorom BTP prati se promjena boje kolonija, a sojevi
koji se koriste u vinskoj industriji, i ujedno proizvode i podnose vise koncentracije etanola,

mijenjanju boju u tamno narancastu do crvenu (Peet, 2008).
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Slika 23. Procjena ferementative sposobnosti ispitivanih sojeva na podlozi BTP. Nacijepljena su
decimalana razrijedenja ishodnih, netransfomiranih homozigotnih (K1 i K2) i heterozogotnih (H1, H2,
14 i 17) diploidnih sojeva.

Na slici 23 uo¢ljivo je da tamniju nijansu kolonija, $to upuéuje na nizi pH, te proizvodnju
vece koli¢ine CO; i etanola, ima kontrolni diploidni soj K2 §to je 1 za oCekivati jer je ovaj
homozigotni diploidni soj nastao krizanjem sojeva izoliranih iz vina. Ostali testirani
homozigotni i heterozigotni diploidni sojevi, imaju malo svjetlije obojenje od kontrolnog
diploidnog soja K2 i potrebno je preciznije testirati njihovu fermentativnu sposobnost, na
primjer testnom fermentacijom u vreljnjacama. Dodatno testiranje fermentacijske sposobnosti
najbitnije je za soj H2 koji se pokazao najotpornijim na inhibitore rasta pri uzgoju u teku¢em
mediju i soj H1 koji je imao najbolju rezistenciju na inhibitore rasta pri uzgoju na krutim
hranjivim podlogama. Takvi rezultati su u skladu s ve¢ prije provedenim eksperimentima

inhibitore prilikom uzgoja u teku¢em mediju nego $to je to soj H2 koji jako dobro flokulira.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti slijedece:

1. Pojacana ekspresija gena ATR1 i YAP1 povecava rezistenciju sojeva na inhibitore rasta

prisutne u lignoceluloznim hidrolizatima: octenu i levulinsku kiselinu te 2-furaldehid.

2. Prisustvo inhibitora rasta u hranjivoj podlozi ne moze se koristiti kao selektivni

pritisak koji bi osigurao stabilno nasljedivanje replikativnog plazmida.
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