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1. UVOD

Nedostatak prirodnih resursa, povecanje populacije, oneCiS¢enje okolisa i globalno
zatopljenje su medu najve¢im problemima danasnjice. Problemi s resursima su preteZito
posljedica prekomjerne eksploatacije, neracionalnog razvoja i pretjeranog koristenja resursa u
kombinaciji s porastom stanovni$tva i ekonomskim razvojem. Kako bi se smanjio njihov utjecaj
i osigurao dug vijek naseg ekosustava, potrebno je pronaci alternativna rjeSenja poput koristenja
obnovljivih izvora. Obnovljivi izvori se, za razliku od neobnovljivih, ne mogu iscrpiti. Oni
ukljuc¢uju solarnu energiju, energiju vjetra, vode, biomasu i druge. Sunce, vjetar i drugi
obnovljivi izvori energije mogu osigurati energiju, ali ne mogu stvoriti proizvod, za razliku od
ugljena i nafte, koji tvore ogromnu petrokemijsku industriju i izvori$na su sirovina za tisuce
kemijskih proizvoda (Chen , 2015).

Zbog zabrinutosti oko smanjenja zaliha fosilnih goriva i povec¢ane emisije CO porastao je
interes za koristenjem biomase kao sirovine za proizvodnju biogoriva i biokemikalija. Biomasa
moze biti mikrobna, zivotinjska ili biljna te ukljucuje i njihove otpatke. Biljna biomasa nastaje
procesom fotosinteze. Fotosintezom se, uz energiju Sunca, uklanja CO> iz atmosfere te se ugljik
ugraduje u ugljikohidrate koji izmedu ostalog ¢ine lignocelulozu. Lignoceluloza je gradena od
polimera celuloze, hemiceluloze, lignina te drugih kemijskih spojeva prisutnih u manjim
udjelima (Shafiei i sur., 2015). Izvori lignoceluloznih sirovina su poljoprivredni i prehrambeni
otpaci, otpaci drvopreradivacke industrije, energetski usjevi i drugi. Celuloza i hemiceluloza su
ugljikohidratni polimeri ¢ijom se fermentacijom mogu proizvesti mnogi vrijedni proizvodi, a
jedan od njih je arabitol. To je poliol slatkog okusa i niske kalori¢nosti koji se zbog tih
karakteristika cesto koristi kao zasladiva¢ u prehrambenoj industriji (Kordowska-Wiater,
2015).

Secerna repa je u nasem dijelu svijeta najvaznija sirovina za proizvodnju saharoze. Tijekom
procesa proizvodnje Secera nastaje velika koli¢ina lignoceluloznih nusproizvoda koji nisu
potpuno iskoriSteni. Vise od 60 % mase svjeze Se¢erne repe nakon procesa proizvodnje Secera
zaostaje kao izluzeni repini rezanci (Vojvodi¢ Cebin, 2019). Oni su odli¢an izvor lignoceluloze

te nakon predobrade daju hidrolizat bogat arabinozom, ksilozom i glukozom (Perkovi¢, 2020).



U ovom radu istraZzena je fermentacijska sposobnost kvasaca Spathaspora passalidarum
CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463 na podlozi s arabinozom kao izvorom ugljika
koji je dostupan u odredenim lignoceluloznim sirovinama. Pracen je rast navedenih vrsta
kvasaca i proizvodi njihovog metabolizma tijekom uzgoja u manjem mijerilu. Takoder je
proveden uzgoj oba kvasca u bioreaktoru s mijeSalom na kiselinskom hidrolizatu izluzenih

repinih rezanaca s ciljem proizvodnje arabitola i ostalih biokemikalija.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Pritisak na smanjenje koristenja fosilnih goriva povecao je interes za KoriStenjem
alternativnih izvora energije. Obnovljivim izvorima energije pripadaju: solarna energija,
energija vjetra i vode, energija pohranjena u biomasi i dr. Biomasa uklju¢uje svu organsku tvar
koja je nastala prilikom rasta i zivota organizama. U procesu fotosinteze solarna energija se
skladiSti unutar kemijskih veza nastalih kemijskim reakcijama. Prilikom rasta biljka uzima
ugljikov dioksid iz atmosfere i koristi ga kao izvor ugljika. Najveca prednost koriStenja biomase
kao alternative fosilnim izvorima energije je da ne utjee na neto povecanje koli¢ine
stakleni¢kih plinova u atmosferi (Chen, 2015). Sintezom biomase uklanja se ugljikov dioksid
iz atmosfere, a njenim koriStenjem se ispusta u atmosferu. Izvori biomase su vrlo razliciti i
ukljucuju razli¢ite vrste organizama: mikroorganizme, biljke i zivotinje te njihove otpatke.
Lignocelulozna biomasa je obnovljivi organski materijal nastao rastom biljaka. lzvori
lignocelulozne biomase su energetski usjevi (npr. biljke iz roda Miscanthus), otpaci iz
poljoprivredne (stabljike 1 listovi biljaka, sijeno, trava, kukuruzni oklasci, slama,
kukuruzovina), prehrambene i drvopreradivacke industrije, komunalni otpadni papir i drugi
(Ivancié¢ Santek i sur., 2016; Chen, 2015). S obzirom da nastaje procesom fotosinteze,

sirovinom za proizvodnju goriva i kemikalija (Pacheco i sur., 2021).

Strukturu lignoceluloze €ine tri polimera: celuloza, hemiceluloza i lignin. Osim njih,
lignoceluloza moze sadrzavati i1 ekstraktivne tvari (voskovi, smole i ulja), pektin te pepeo
(Shafiei i sur., 2015). Celuloza je linearni polimer sastavljen od monomera glukoze koji su
povezani f-1,4-glikozidnom vezom. Glukoza iz celuloze fermentabilan je Secer te se moze
koristiti kao izvor ugljika za rast mikroorganizama i proizvodnju biokemikalija i biogoriva
(Pacheco i sur., 2021). Lanci celuloze medusobno su povezani s 3 hidroksilne skupine glukoze
te ¢ine kompaktnu strukturu celuloze. Vecina celuloze je u kristaliniécnom obliku dok se manji
udio celuloze nalazi u amorfnom obliku (Sanchez, 2009). Kristali¢na struktura ¢ini celulozu
vrlo teSko razgradivom stoga je potreban proces predobrade prije fermentacije. Hemiceluloza
je heteropolimer amorfne strukture gradena od pentoza (ksiloze i arabinoze) i heksoza (glukoze,
galaktoze, manoze) te uz to moze sadrzavati i neke organske kiseline (van der Pol i sur., 2014).
Hemiceluloza moze biti acetilirana na C2- i C3- atomu osnovnog lanca ksiloze (Zhou i sur.,

2016). Prilikom predobrade moze do¢i do hidrolize acetilnih skupina te oslobadanja octene

3



kiseline u hidrolizat. Udio pojedinih Seera varira ovisno o uvjetima rasta i o vrsti biljke,
primjerice u trava i u tvrdom drvu dominira ksiloza s nesto arabinoze. Za razliku od celuloze,
hemiceluloza je razgranate strukture, a time i manje ¢vrsto¢e (Malav i sur., 2017; Shafiei i sur.,
2015; Jonsson i sur., 2013). Lignin je amorfni heteropolimer koji se sastoji od aromatskih
spojeva. Sacinjavaju ga tri monomera: kumaril-, koniferil- i sinapil-alkohol. Oni su medusobno
povezani esterskim vezama te tvore kompleksnu, umrezenu strukturu. S obzirom da lignin tvore
aromatski spojevi, on pruza hidrofobnost stanicnoj stijenki biljaka i pomaze transportu vode u
biljaka. Uz kristalini¢nu celulozu, lignin najviSe pridonosi otpornosti lignoceluloze na
razgradnju. Hidrolizom polimerne strukture lignina mogu se dobiti razli¢iti spojevi: fenoli,
ferulinska i vanilinska kiselina, ketoni i alkani, benzen, toluen, ksilen i drugi, od kojih mnogi
mogu zamijeniti iste spojeve dobivene petrokemijskim metodama (Mardetko i sur., 2018; Chen,

2015; Shafiei i sur., 2015).
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Slika 1. Prikaz grade lignoceluloze (Kuthi i sur., 2016)

Struktura lignoceluloze je po svojoj prirodi vrlo kompleksna (slika 1). Lanci D-glukoze
tvore celulozna vlakna. Celulozna vlakna ¢ine mikrofibrile te su oni obavijeni hemicelulozom.
Lance hemiceluloze dodatno ucvrscuje lignin kovalentnim vezama (Zoghlami i Paés, 2019).
Lignoceluloza gradi stani¢nu stijenku bilja i pruza joj mehanic¢ku ¢vrstocu i zastitu od vanjskih
utjecaja i patogena. Njezina ¢vrstoca €ini ju otpornom na razgradnju kemijskim i mehanickim
metodama. Na otpornost lignoceluloze najvise utjeCe njen kemijski sastav te medusobna
povezanost triju strukturnih polimera. Da bi se smanjila otpornost lignoceluloze na razgradnju
i oslobodili fermentabilni Seceri iz strukture lignoceluloze, potrebno je napraviti predobradu

lignocelulozne sirovine (Deshavath i sur., 2017; Shafiei i sur., 2015).



2.2. PREDOBRADA LIGNOCELULOZNIH SIROVINA

Predobrada lignoceluloze je proces smanjenja otpornosti i povecanja pOroznosti
lignoceluloze s ciljem lakseg oslobadanja fermentabilnih ugljikohidrata. Prilikom predobrade
smanjuje se kristalini¢nost celuloze, djelomi¢no se uklanja lignin od hemiceluloze koja se
razgraduje. Slobodni lanci celuloze mogu se nadalje hidrolizirati pomoc¢u enzima kako bi se iz

njih oslobodila glukoza (Harmsen i sur., 2013).

Predobrada lignoceluloznih sirovina ukljuéuje fizikalne, kemijske, fizikalno-kemijske i
bioloske metode. ldealna metoda predobrade bi trebala povecéati oslobadanje Secera prilikom
hidrolize, smanjiti degradaciju i gubitak Secera i stvaranje inhibicijskih spojeva te bi trebala biti
isplativa. Fizikalna predobrada uklju¢uje mehani¢ko usitnjavanje, ekstruziju, zraenje i pirolizu
(Sun i sur., 2016; Kumar i sur., 2009). Fizikalnom predobradom lignoceluloze povecava se
povrsina dostupna za kemijsku i/ili enzimsku hidrolizu te se smanjuje kristalini¢nost celuloze.
Najpoznatija fizikalno-kemijska metoda je eksplozija parom. Kod eksplozije parom, biomasa
se tretira parom pri 160-200 °C pri povisenim tlakovima. Nakon odredenog vremena dolazi do
dekompresije i lignoceluloza bubri. Sli¢an proces je AFEX (engl. Ammonia Fiber Explosion),
odnosno eksplozija vlakana gdje se umjesto pare koristi amonijak. Bioloske metode predobrade
ukljucuju koristenje organizama i/ili enzima kako bi se promijenila struktura lignoceluloze.
Najcesce su to gljive (bijelog, mekog i smedeg truljenja) i razli¢ite plijesni koje proizvode
lignoceluloliticke enzime (Shafiei i sur., 2015).

Kemijskim metodama predobrade prethodi usitnjavanje sirovine kako bi se povecala
povrsina dostupna kemikalijama. Nakon usitnjavanja, lignoceluloza se moze tretirati s jednim
ili viSe sredstava: luzinom, kiselinom, organskim otapalom, ionskim teku¢inama, ozonom ili
vru¢om vodom. Za predobradu kiselinom koriste se klorovodi¢na i sumporna kiselina. Za ovu
metodu predobrade mogu se Koristiti koncentrirane ili razrijedene kiseline. Predobrada
kiselinom uzrokuje pucanje kemijskih veza polimerne strukture lignoceluloze, a time i
poveéanje prinosa procesa hidrolize i fermentacije. Najveéi utjecaj tijekom Kiselinske

predobrade imaju vrijeme zadrzavanja i temperatura pri kojoj se proces odvija (Joanna i sur.,
2018; Shafiei i sur., 2015).
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Slika 2. Shematski prikaz porijekla inhibirajucih spojeva (Jonsson i sur., 2013)

Veliki nedostatak uporabe kiselina za predobradu lignoceluloznih sirovina je nastajanje
spojeva koji djeluju inhibicijski na rast mikroorganizama. Oni nastaju degradacijom
komponenata lignoceluloze pri povisenoj temperaturi i tlaku. Ksiloza oslobodena prilikom
razgradnje hemiceluloze moze degradirati u furfural koji se dalje moze prevesti u octenu
kiselinu (slika 2). Octena kiselina se isto tako oslobada prilikom razgradnje acetilirane
hemiceluloze. Glukoza, manoza i galaktoza mogu se razgraditi u hidroksimetilfurfural koji
nadalje prelazi u octenu ili levulinsku kiselinu. Aromatska struktura lignina nakon razgradnje
otpusta fenolne spojeve u hidrolizat. Takoder, prema Chandel i sur. (2011) inhibicijsko
djelovanje mogu imati i smole, tanini i terpeni iz lignocelulozne sirovine te ioni teskih metala.
Koli¢ina i sastav inhibitora ovisi o vrsti predobrade i vrsti sirovine. Poznato je da organske
kiseline difundiraju u stanice kvasca te disociraju, a potom pada pH-vrijednost citoplazme, i
time dolazi do inhibicije njihovog rasta. Ovi spojevi mogu se adsorpcijom ukloniti iz
hidrolizata, ali je postupak Cesto neisplativ, stoga je isplativije Koristiti mikroorganizme koji

bolje toleriraju inhibitore (Kregiel i sur., 2017).



2.3. SECERNA REPA

Seéerna repa (Beta vulgaris var. saccharifera) je jedna od najznacajnijih
poljoprivrednih kultura danasnjice. Uz Secernu trsku, najvaznija je sirovina za proizvodnju
saharoze. Za razliku od trske, za rast ne trazi tropsku, ve¢ umjerenu klimu, $to pogoduje uzgoju
na Sirem geografskom podrucju. Uzgaja se na 5 kontinenata, a 2016. godine svjetska
proizvodnja Se¢erne repe iznosila je 280 milijuna tona (Vojvodi¢ Cebin, 2019). Najveci
proizvodaci Secerne repe su Europska Unija (ponajvise Francuska), SAD i Rusija. Biljka ima
nadzemne listove te mesnati korijen u zemlji koji skladisti saharozu (slika 3). Seéerna repa
sadrzi 75 % vode, 18 % Secera, 5 % celuloze i 2-3 % (w w?) ostalih tvari (Joanna i sur., 2018;
Liovi¢, 1998).

Slika 3. Seéerna repa (Anonymus, 2019)

Prerada Secerne repe za proizvodnju Secera zapocinje skupljanjem repe te pranjem i
uklanjanjem lisnatog dijela biljke. Korijen se zatim usitnjava rezanjem na rezance kako bi se
povecala povrsina za difuziju. Rezanci ulaze u ekstraktor te zapocinje protustrujna ekstrakcija
vodom. Vruca voda ubrzava proces difuzije Secera iz korijena. Voda obogacena Secerom se
izdvaja i sadrzi izmedu 10 i 15 % (w wt) Seéera. Nastali difuzni sok se pro¢is¢ava vapnom, a
zatim koncentrira na 60 % (w wt) $e¢era. Nakon toga slijedi vakuum-kristalizacija te se dobiva
Secer (U.S EPA, 1997). Glavni nusproizvod proizvodnje Secera su izluzeni repini rezanci. Od
1000 kg svjeze repe dobije se 140 kg Secera 1 626 kg repinih rezanaca koji se preSaju i suse ili
se direktno isporucuju farmama. Unato¢ tome Sto je vecina Seera iz repinih rezanaca
ekstrahirana, oni jo§ uvijek sadrze saharozu te mogu posluziti kao lignocelulozna sirovina. S
obzirom da se SeCerna repa vadi iz zemlje nakon jedne godine rasta, vlakna unutar
lignocelulozne nisu potpuno lignificirana. Manji udio lignina u strukturi olak$ava predobradu
rezanaca prije fermentacije. Koristenjem sekundarnih sirovina poput izluzenih repinih rezanaca

za proizvodnju biokemikalija i biogoriva (slika 4), ne konkurira se trzistu hrane za razliku od



primjerice kukuruza koji se koristi za proizvodnju bioetanola (Jele¢, 2020; Vojvodi¢ Cebin,
2019; U.S EPA, 1997).
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Slika 4. Iskoristavanje otpadne Secerne repe s ciljem dobivanja vrijednih proizvoda (Joanna i
sur., 2018)



2.4. Arabitol

Arabitol je Secerni alkohol graden od pet ugljikovih atoma molekularne mase 152 Da.
Bezbojan je, kristali¢an i topiv u vodi. Postoje dva izomera arabitola: D- i L-izomer (slika 5)
(Kumdam i sur., 2013). Slatkog je okusa pa se koristi u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
Zbog svoje niske kalori¢nosti (0,2 kcal g) Koristi se kao alternativa saharozi. Uz ksilitol,
zasladivac je Zvakacih guma jer ga bakterije usne Supljine teSko metaboliziraju pa ne pridonosi
stvaranju karijesa. D-arabitol se jo$ koristi u proizvodnji: ksilitola, etilen glikola, propilena,
arabinoni¢ne 1 ksiloni¢ne kiseline, imunosupresivnih glikolipida i herbicida (Kordowska-

Wiater i sur., 2017; Kumdam i sur., 2014).
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Slika 5. Kemijska struktura L-arabitola (lijevo) i D-arabitola (desno) (Carpentier i sur., 2011)

Arabitol se moZe proizvoditi kemijskim ili mikrobioloSkim postupcima. Kemijska
sinteza ukljucuje redukciju laktona arabinoni¢ne i liksoni¢ne kiseline pri 100 “C uz skupi
katalizator ili redukciju D-arabinoze uz Na(Hg) kao katalizator (Kumdam i sur., 2013).
MikrobioloSka proizvodnja podrazumijeva redukciju arabinoze pomocu enzima aldoza
reduktaza u arabitol. Osim iz arabinoze, moguca je i sinteza arabitola iz glukoze (slika 6). Ove
biokemijske reakcije redukcija odvijaju se uz pomo¢ kofaktora NADH i NADPH stoga ovise o
njihovoj regeneraciji. Prilikom uzgoja na hidrolizatima lignoceluloznih sirovina, glavni
supstrati za proizvodnju arabitola su hemiceluloze koje sadrze heksoze (glukoza, manoza) te
pentoze (arabinoza, ksiloza). Mikrobna biotransformacija ima prednost u odnosu na kemijsku
sintezu jer je sam proces jeftiniji i povoljniji za okoli§ zato $to nema potrebe za koristenjem
kemijskih katalizatora (Kordowska-Wiater, 2015).
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Slika 6. Shematski prikaz metabolizma arabinoze i glukoze u proizvodnji arabitola (Kumdam
i sur., 2014)

Arabitol proizvode kvasci, bakterije i neke plijesni. Kvasci iz roda Debaryomyces,
Candida, Pichia, Wickerhamomycs i Zygosaccharomyces proizvode poliole poput arabitola,
ksilitola, eritrita, glicerola i manitola kada su izlozeni osmotskom stresu. Navedeni Secerni
alkoholi pomaZzu odrZavanju osmotskog pritiska na stanicnoj membrani. Takoder, primije¢eno
je da kvasac C. albicans proizvodi arabitol prilikom oksidacijskog i temperaturnog stresa
(Kumdam i sur., 2014; Koganti i sur., 2010).
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2.5. NE-Saccharomyces KVASCI

Najpoznatiji kvasac u biotehnoloskoj proizvodnji je kvasac Saccharomyces cerevisiae.
Modelni je organizam jer je eukariot, brzo se razmnozava, lako se genetski modificira te ima
Siroku primjenu u prehrambenoj industriji. Ve¢ se stolje¢ima koristi u proizvodnji piva, vina,
kruha, etanola i sl. (Steward, 2014). Medutim, noviji biotehnoloski procesi zahtijevaju rast
mikroorganizama u razli¢itim uvjetima, na razliitim izvorima ugljika i energije te rast u
prisutnosti inhibitora. Jedan od na¢ina unaprjedenja procesa je istrazivanje novih vrsta kvasaca
koji se mogu bolje prilagoditi na trazene uvjete te posljedi¢no, pronaci industrijsku primjenu.
Do nedavno su se ne-Saccharomyces kvasci smatrali nepozeljnima jer uzrokuju kvarenje hrane
i pi¢a, ali je pritisak novih tehnologija potaknuo otkrivanje njihovih prednosti (Kregiel i sur.,

2017; Padilla i sur., 2016).

Ne-Saccharomyces kvasci ¢ine vec¢inu vrsta kvasca te je poznato vise od 1500 vrsta.
Neki od njih su zanimljivi jer posjeduju neobi¢na svojstva poput koristenja metanola, n-alkana,
celuloze, rafinoze, arabinoze, ksiloze, Se¢ernih alkohola i §kroba kao izvora ugljika; izlu¢ivanja
velikih koli¢ina proteina i druga (Kregiel i sur., 2017; Sibirny i Scheffers, 2002). Siroka
primjena ne-Saccharomyces kvasaca pokazuje njihovu bioraznolikost. Kvasci roda
Kluyveromyces proizvode bioetanol rastom na otpadnim vodama miljekarske industrije, kvasci
roda Brettanomyces pocinju se koristiti u industriji pi¢a s manjim udjelom alkohola te kvasci
rodova Meyerozyma, Spathaspora i Wickerhamomyces mogu proizvesti ksilitol dok kvasac
Yarrowia lipolytica moze proizvesti antioksidans astaksantin (Wendland, 2019). Jedna od
najvecih prednosti ne-Saccharomyces kvasaca u odnosu na Saccharomyces kvasce je njihova
mogucénost fermentacije 1 pentoza, a ne samo heksoza. Pronadeno je vise od 22 vrste koje mogu
proizvesti etanol rastom na ksilozi, a od njih je 6 proizvelo znacajne koli¢ine etanola:
Brettanomyces naardenensis, Candida shehatae, C. tenuis, Pachysolen tannophilus, Pichia
segobiensis i Pichia stipitis. Ne-Saccharomyces kvasci otporniji su od Saccharomyces kvasaca
na okoliSne izvore stresa poput: pove¢anog osmotskog pritiska, visokih koncentracija etanola,
poviSene temperature i prisutnost toksi¢nih spojeva. Jo§ jedna dobra kvaliteta je i njihov GRAS
(engl. Generally Recognized As Safe) status koji ih ¢ini pozeljnima za rukovanje (Kregiel 1
sur., 2017).

11



2.6. KVASCI RODA Spathaspora

Rodu Spathaspora pripadaju razni kvasci poput Spathaspora arborarie, Spathaspora
brasiliensis, Spathaspora gorwiae, Spathaspora hagerdaliae, Spathaspora passalidarum,
Spathaspora roraimanensis, Spathaspora suhii te Spathaspora xylofermentans, od kojih mnogi
proizvode bioetanol (Selim i sur., 2020). Poznato je da je kvasac Spathaspora passalidarum
izoliran iz utrobe kornjasa Odontotaenius disjunctus nastanjenog u SAD-u. Autori Nguyen i
sur. (2006) smatraju da ti kvasci zive na kori trulog drveta, a da ne ¢ine mikrobiotu utrobe kukca
zato §to su u ve¢em broju istraZivanja kvasci pronadeni na povrsini drva.

Kvasac Spathaspora passalidarum (slika 7) raste na glukozi, galaktozi, maltozi,
trehalozi, celobiozi, ksilozi, arabinozi, etanolu, glicerolu i manitolu (Nguyen i sur., 2006).
Trenuta¢no se smatra da je kvasac Spathaspora passalidarum medu kvascima koji najvise trose
ksilozu za rast biomase. U anaerobnim ili mikroaerofilnim uvjetima brzo trosi ksilozu te
proizvodi 0,48 g g™* bioetanola (Selim i sur., 2020). Prema radu Su i sur. (2015), primije¢eno je
simultano troSenje ksiloze, celobioze i glukoze prilikom proizvodnje bioetanola $to ukazuje da

glukoza ne inhibira transport drugih izvora ugljika.
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Slika 7. Mikroskopska slika kvasaca Spathaspora arborarie (lijevo) i Spathaspora

passalidarum (desno) (vlastita fotografija)
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Kvasac Spathaspora arborarie (slika 7) izoliran je s povrSine trulog drva u tropskim
Sumama Brazila. Ovaj kvasac, poput kvasca Spathaspora passalidarum, stvara askospore.
Takoder, moze fermentirati ksilozu do etanola. Spathaspora arborarie se razlikuje od S.
passalidarum jer moze asimilirati L-sorbozu i rasti na 50 % (w w) glukoze, $to nije zapaZzeno
kod S. passalidarum. Nije primijecen rast kvasca Spathaspora arborarie na laktozi, rafinozi,
topivom $krobu, mlije¢noj i limunskoj kiselini, metanolu, acetonu ni etil-acetatu. S obzirom da
oba kvasca mogu troSiti ksilozu, koja ¢ini i do 20 % mase lignoceluloze, oni mogu imati
povoljan utjecaj na povecanje iskoriStenja procesa fermentacije hidrolizata lignocelulozne

biomase (Pacheco i sur., 2021; Cadete i sur., 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI
3.1.1. Sirovina

Za pripremu hranjivih podloga za uzgoj u bioreaktoru Koristen je tekuc¢i hidrolizat
dobiven kiselinskom hidrolizom izluzenih rezanaca Secerne repe. Rezanci su dobiveni iz
pogona za proizvodnju $ecera Sladorana Zupanja, a njihov sastav odreden je u radu Perkovié
(2020). Sastav izvorne sirovine prikazan je u tablici 1, a sastav tekuceg hidrolizata naveden je

u tablici 2.

Tablica 1. Sastav izluZenih repinih rezanaca

lignin

. I . .| mravlja | octena | lignin topljiv netopljiv u

Tvar | glukani | ksilani | arabinani | ;oiina | kiselina | u kiselini kiselini i

pepeo

M_asenl 2,09 11,25 11,09 5,32 0,87 23,15 38,04
udio [%0]

Tablica 2. Sastav tekuceg hidrolizata dobivenog kiselinskom predobradom

Tvar Koncentracija [g L]
glukoza 1,6164
arabinoza 14,0468
ksiloza 2,6083
mravlja kiselina 0,2139
octena kiselina 2,0951

3.1.2.  Radni mikroorganizmi koristeni u istrazivanju

Radni mikroorganizmi u ovom radu bili su kvasci Spathaspora passalidarum CBS
10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463 iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za
biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva. Radne kulture

oba kvasca ¢uvane su na agar YPD hranjivim podlogama u Petrijevim zdjelicama na 4°C.
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3.1.3.  Kemikalije
U tablici 3 prikazane su koristene kemikalije, njihov stupanj Cistoée i proizvodac.

Tablica 3. Kemikalije koriStene u istrazivanju

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodac
agar tehnicki Liofilchem, Italija
arabinoza >99 % Acros Organics, SAD
cinkov sulfat heptahidrat 99 % Merck KgaA, Njemacka
glukoza >99 % Sigma-Aldrich, SAD

za upotrebu u o N
kvascev ekstrakt ] Liofilchem, Italija
biotehnologiji

natrijev hidroksid >98 % Merck KGaA, Njemacka

za upotrebu u ) o
pepton ) Fischer Scientific, UK
biotehnologiji

sumporna kiselina 96 % Merck KgaA, Njemacka

3.1.4. Hranjive podloge za uzgoj kvasaca Spathaspora sp.

3.1.4.1.  Kemijski definirane hranjive podloge

Za uzgoj inokuluma kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora
arborarie CBS 11463 koristena je YPD podloga sa 20 g L glukoze, 20 g L™ peptonai 10 g L-

! kvaséevog ekstrakta.

Uzgoji kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS
11463 pri razli¢itim uvjetima aeracije provedeni su u tikvicama s odbija¢ima na hranjivoj

podlozi s arabinozom ¢iji je sastav opisan u tablici 4.
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Tablica 4. Kemijski sastav hranjive podloge za uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS
10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463

Tvar Koncentracija [g L]
arabinoza 10
pepton 20
kvascev ekstrakt 10

3.1.4.2. Kompleksna hranjiva podloga za uzgoj kvasaca
Spathaspora sp. u bioreaktorskim sustavima

Za uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS
11463 u bioreaktorima kori$tena je tekuca faza dobivena kiselinskom predobradom izluzenih
rezanaca repe. Priprema podloge opisana je u Poglavlju 3.2.3., a sastav podloge za uzgoj u

bioreaktorskim sustavima nalazi se u tablici 2.

3.1.5. Aparatura i pribor
3.1.5.1.  Bioreaktor s mijesalom

Bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) (slika
8) koristen je za uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie
CBS 11463 na hranjivoj podlozi dobivenoj kiselinskom hidrolizom izluZenih repinih rezanaca.
Izraden je od nehrdajuceg celika. Ukupni volumen reaktora iznosi 30 L. Bioreaktor ima
mijesalo s tri turbine, a svaka turbina ima 6 ravnih lopatica. Snaga elektromotora za pokretanje
mijesala iznosi 0,9 kW. Prilikom koriStenja bioreaktora mogu se regulirati pH-vrijednost,
brzina okretaja mijeSala, protok zraka, temperatura te parcijalni tlak kisika u podlozi pomoc¢u
polarografske kisikove elektrode. Zrak koji ulazi te zrak koji izlazi iz reaktora prolaze kroz
membranski filter. Reaktor se sterilizira preko plasta, vodenom parom. Peristalticke pumpe,
koje su uklopljene u uredaj, koriste se za prepumpavanje razli¢itih otopina i1 inokuluma u

reaktor.
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Slika 8. Bioreaktor s mijeSalom Biostat Cplus (vlastita fotografija)

3.15.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke
djelotvornosti (UPLC)

Uredaj UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity II, (Santa Clara, SAD) (slika 9) za
tekuc¢insku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti u ovom istrazivanju koristen je za analizu
supernatanta uzoraka. Sadrzi uzorkiva¢ (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nicu, crpku (G7104A
1290 Flexible Pump), analiticku kolonu (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex)
dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektor indeksa loma (G7162A 1260
RID) i racunalni program za obradu izmjerenih podataka (OpenLAB CDS). Volumen
analiziranog uzorka iznosio je 10 pL. KoriStena mobilna faza bila je 0,0025 M otopina H2SO4

protoka 0,6 mL min™.
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Slika 9. Uredaj za tekudinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC) (vlastita
fotografija)
3.1.5.3.  UV-Vis spektrofotometar

Za mjerenje opticke gustoce hranjive podloge koristen je spektrofotometar Cary 100, UV-
VIS (Agilent Technologies, SAD) koji radi pri valnim duljinama od 190 do 900 nm.
Homogenizirani uzorci prebaceni su u staklene kivete tvrtke Hellma Optik GmbH (Njemacka)
te je odredena opticka gustoca podloge pri valnoj duljini od 600 nm. Rezultati mjerenja

spremaju se u ,,Cary WinUV software”.

3.1.5.4. Ostala oprema

Ostalu opremu koristenu tijekom istrazivanja ¢ine: analiticka vaga Acculab ALC210.4
(Njemacka), pH-metar, mikrocentrifuga Witeg CF-10 (Njemacka), centrifuga Thermo
Scientific SL 8R (SAD), susionik Instrumentaria ST-50 (Hrvatska), termostat Instrumentaria
ST-50 (Hrvatska), autoklav tvrtke Sutjeska (Jugoslavija), hladnjak i zamrziva¢ Gorenje. Uzgoj
u tikvicama proveden je na tresilici RM 71 (B. Braun Biotech International, Sartorius group).
Vrtlozna mijesalica Vortex VM-10 (Witeg, Njemacka) koristena je za homogenizaciju uzoraka

prije analize.
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3.2. METODE
3.2.1.  Priprema inokuluma i podloga za uzgoj kvasaca Spathaspora sp.
3.2.1.1.  Priprema inokuluma za uzgoj kvasaca Spathaspora sp.

Priprema inokuluma kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora
arborarie CBS 11463 zapoceta je precjepljivanjem prethodno porasle kulture s ¢vrste YPD
podloge s 20 g L™ agara u Petrijevim zdjelicama u dvije epruvete s 5 mL YPD podloge po
epruveti. Kultura je uzgajana preko noc¢i bez mijesanja pri 28 °C. Svih 10 mL tako porasle
prekonoéne kulture koristeno je kao inokulum za uzgoj u tikvicama (Poglavlje 3.2.2.).

Inokulum za uzgoj u reaktoru pripremljen je na isti na¢in s tim da je uzgojeno 5 mL
kulture u tri epruvete koje su zatim sluzile kao inokulum za tri tikvice s 200 mL YPD podloge.
Uzgoj u tri Erlenmeyerove tikvice s odbija¢ima odvijao se na tresilici tijekom 24 h na 28 °C uz
mijesanje od 250 o min. Za inokulaciju reaktora (Poglavlje 3.1.5.1.) koristeno je 500 mL
kulture.

3.2.1.2.  Priprema hranjive podloge s arabinozom za ispitivanje
kinetike rasta kvasaca Spathaspora sp. pri razlicitim brzinama

okretaja tresilice

Za uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS
11463 koristena je kemijski definirana podloga ¢iji je sastav opisan u tablici 4. Priprema se tako
da se izraCunata masa potrebnih tvari iz tablice 4 doda u Erlenmeyerove tikvice s odbijac¢ima
od 500 mL te se nadoda 200 mL demineralizirane vode. Podloga se sterilizira u autoklavu

tijekom 20 minuta pri 121 °C.

3.2.1.3. Priprema podloge za Sarzni uzgoj kvasaca Spathaspora sp.
u bioreaktoru s mijeSalom na hidrolizatu dobivenom

kiselinskom predobradom izluzenih repinih rezanaca

Dobivena tekuca faza nakon kiselinske hidrolize izluZenih repinih rezanaca (0,5 %-tnom
sumpornom kiselinom) koriStena je kao hranjiva podloga za rast kvasaca Spathaspora
passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463. Za uzgoj u reaktoru koriSteno
je 4,6 L hidrolizata. Sterilizacija hranjive podloge provedena je in situ u bioreaktoru pri 121 °C
tijekom 20 minuta. Nakon sterilizacije i hladenja, u reaktoru je podesena pH-vrijednost podloge
6 pomocu 2 M otopine NaOH. Zatim je podloga inokulirana s 500 mL inokuluma ¢ija je

priprema opisana u Poglavlju 3.2.1.1.
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3.2.2.  lIspitivanje kinetike rasta kvasaca Spathaspora sp. i sinteze

proizvoda u kemijski definiranoj podlozi pri razli¢itim uvjetima aeracije

Kako bi se istrazila kinetika rasta kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i
Spathaspora arborarie CBS 11463 i sinteza proizvoda na podlozi s arabinozom, kvasci su
uzgajani u razli¢itim uvjetima aeracije. Nacijepljeno je 10 mL inokuluma (Poglavlje 3.2.1.1.) u
200 mL podloge s arabinozom kao izvorom ugljika. Uzgoj se provodio 48 h na 28 °C, bez
regulacije pH-vrijednosti, uz konstantno mijeSanje na tresilici. Provedena su 4 istrazivanja pri
razli¢itim brojem okretaja na tresilici: 50, 100, 150 i 250 o min*. Tijekom uzgoja pracene su
pH-vrijednost i koncentracija otopljenog kisika u podlozi. Sterilno uzorkovanje provodilo se u
odredenim vremenskim intervalima. Uzorcima je odredena opticka gustoca podloge,
koncentracija biomase gravimetrijski i kemijski sastav podloge odreden je UPLC analizom

supernatanta uzorka.

3.2.3.  Uzgoj kvasaca Spathaspora sp. u hidrolizatu izluZenih repinih

rezanaca u bioreaktoru

Uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS
.11463 u hidrolizatu dobivenom kiselinskom hidrolizom izluZenih repinih rezanaca proveden
je u bioreaktoru Biostat Cplus (Poglavlje 3.1.5.1.). Sastav podloge naveden je u tablici 2.
Sterilizirana hranjiva podloga volumena 4,6 L inokulirana je s 500 mL inokuluma. Inokulum je
pripremljen prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.2.1.1. Uzgoj je trajao 48 h pri 28 °C i pH-
vrijednosti 6. Protok zraka iznosio je 2,5 L min™, a brzina mijesala 550 o min™. Regulacija pH-
vrijednosti podloge provedena je dodatkom 2 M H>SOs odnosno 2 M NaOH. Sterilno
uzorkovanje provodilo se u odredenim vremenskim intervalima. Praceni su opticka gustoca
podloge, suha tvar biomase gravimetrijski te kemijski sastav podloge UPLC analizom

supernatanta nakon centrifugiranja uzorka.

20



3.2.4.  Analiticke metode

Prilikom uzgoja kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora
arborarie CBS 11463 pracena je opticka gusto¢a podloge mjerenjem apsorbancije pri 600 nm
valne duljine, koncentracija biomase gravimetrijski te kemijski sastav podloge UPLC analizom.

3.2.4.1.  Odredivanje opticke gustoce podloge

Uzorak uzet tijekom fermentacije je homogeniziran na vrtloznoj mijesalici te je 2,5 mL
uzorka prebaceno u staklenu kivetu. Opticka gustoc¢a podloge odredena je spektrofotometrom
,,Cary 100 (Poglavlje 3.1.5.3.) pri 600 nm (ODs0o).

3.24.2.  Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti
(UPLC)

Za pripremu uzorka za UPLC analizu izdvojeno je 750 uL supernatanta uzoraka i
dodano je 750 uL 10%-tne otopine ZnSO4 (taloZi proteine proteine i necistoce). Otopina je
izmijesana i ostavljena 10 minuta. Potom je uzorak centrifugiran na 13 500 o min* pri 5 min.
Nakon centrifugiranja 1,5 mL supernatanta filtrira se kroz mikrobioloski filter (0,2 pm,
Sartorius) u staklenu vijalu. Uzorak pripremljen na taj na¢in unosi se u uredaj za UPLC.
Mobilna faza je 0,0025 M otopina H2SO4 protoka 0,6 mL mint. Volumen injektiranog uzorka
iznosi 10 uL. Temperatura kolone iznosi 60 °C. U programu OpenLab CDS analiziraju se
dobiveni kromatogrami. Iz kromatograma su izraunate koncentracije tvari koriStenjem

bazdarnih pravaca koji prikazuju ovisnosti koncentracije tvari o odzivu (tablica 6).

3.2.4.3. Odredivanje specificne potrosnje kisika u bioreaktoru s
mijesalom

Specifi¢na brzina potrosnje kisika tijekom uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom odredena
je tzv. direkthom metodom. U 6. i 10. satu uzgoja prekinuta je dobava zraka u bioreaktor i
brzina mijesanja je smanjena na 50 0 mint. U vremenskom periodu od 80 sekundi, svakih 5
sekundi zabiljezena je vrijednost postotka zasi¢enja podloge kisikom. Aeracija je ponovno
pokrenuta prije nego Sto je postignuta kriticna vrijednost koncentracije otopljenog kisika u
podlozi nakon koje specificna brzina respiracije (qo2) prestaje biti konstantna. Vrijednost

specificne brzine potros$nje kisika opisana je jednadzbom :

ac 1
d_tL = K,a(Cs — C) — qp2X ]
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pri ¢emu je C. koncentracija otopljenog kisika u podlozi [mol ili g O2 m?®]; K.a volumni
koeficijent prijenosa kisika [h™]; t vrijeme [h]; Cs koncentracija zasi¢enja podloge kisikom [mol
ili g O2 m™]; qo2 specifi¢na brzina potrosnje kisika [mol ili g 0> h™ g1]; X koncentracija biomase
[g LY. Prijenos kisika iz zraka u podlogu opisuje prvi ¢lan jednadzbe, a drugi potro$nju kisika
stanica kvasca koju tijekom rasta. S obzirom da je tijekom prekida aeracije potrosnja kisika u
sustavu (-gX) konstantna, dobiva se linearna ovisnost koncentracije kisika u podlozi o vremenu.
Nagib pravca predstavlja potroSnju kisika u sustavu, a specifi¢na brzina potrosnje kisika se

odredi na temelju koncentracije biomase (X) u satu u kojem je proveden prekid aeracije.

3.24.4.  Gravimetrijsko odredivanje suhe tvari biomase

U osusene i izvagane kivete otpipetirano je 5 mL uzorka izuzetog tijekom uzgoja.
Biomasa je izdvojena centrifugiranjem pri 8000 o min? tijekom 10 minuta. Nakon
centrifugiranja, biomasa se nalazila u talogu, dok se supernatant odlio i pohranio za UPLC
analizu. Kivete s biomasom susene su na 50 °C do konstantne mase, ohladile u eksikatoru i
izvagane na analiti¢koj vagi. Koncentracija biomase u uzorku (X) izracunala se prema jednadzbi

2 koristedi izvagane mase taloga:

g/L = Vuz [2]

Mok - masa kivete s osuS§enom biomasom,
Mpk - Masa prazne kivete,

Vz - volumen uzorka

22



3.2.5.  Proracun pokazatelja uspjesnosti uzgoja

Na temelju jednadzbi prikazanih u tablici 5 izracunati su pokazatelji uspje$nosti uzgoja.

Tablica 5. Pokazatelji uspjes$nosti uzgoja

PotroSnja supstrata Ys [g L] Yo=58,—35
Prinos produkta Yp [g L] Yp =P —P,
I Yp _ P-Py 1
Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt Yess [g g7] Yp /S = 3. T 5 g [997]
S 0~

Specifiéna brzina rasta mikroorganizma (u) [h™]

InX =InXy+px*t

Maksimalna brzina potro$nje supstrata (rs) [h7]

InS = InSy+rg*t

Specifiéna brzina respiracije (qo2) [g O2 h't g]

p0; = —qp, * X

gdje je:
So - po¢etna koncentracija supstrata [g L],
S - kona¢na koncentracija supstrata [g L™,
Po - po&etna koncentracija produkta [g L™,
P - konaéna koncentracija produkta [g L],
Xo - poéetna koncentracija biomase [g L],
X - kona¢na koncentracija biomase [g L™]

pO: - postotak zasi¢enja podloge kisikom [%].
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proveden je uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i
Spathaspora arborarie CBS 11463 na dvije razli¢ite podloge. Najprije su uzgajani na kemijski
definiranoj podlozi s arabinozom (Poglavlje 3.2.2.). Arabinoza je odabrana kao izvor ugljika
koji je prisutan unutar hemiceluloze nekih lignoceluloznih sirovina. Potom je proveden uzgoj
u kiselinskom hidrolizatu izluZenih repinih rezanaca (Poglavlje 3.2.3.). Odredeni su glavni
produkti metabolizma ovih kvasaca te je usporeden sastav hranjivih podloga tijekom uzgoja

(slike 10-21). Pokazatelji uspjeSnosti procesa izracunati su na temelju dobivenih rezultata.

4.1. AEROBNI UzZGOJ KVASCA 1IZ BODA Spathaspora U ) KEMIJSKI
DEFINIRANOJ PODLOZI PRI RAZLICITIM UVJETIMA MIJESANJA

U ovom istrazivanju, prvotno je odredena kinetika rasta kvasaca te sinteza proizvoda

Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463 u kemijski

definiranoj hranjivoj podlozi s arabinozom kao izvorom ugljika (Poglavlje 3.1.4.1.). Cilj

navedenih eksperimenata bio je odrediti optimalne uvjete za proizvodnju arabitola pomocu

navedenih kvasaca. Rezultati uzgoja prikazani su na slikama 10-19. Eksperimenti su provedeni

prema protokolu iz poglavlja 3.2.2.

4.1.1. Uzgoj kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 u kemijski
definiranoj podlozi s arabinozom
U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS
10155 na podlozi s arabinozom koja je pripremljena prema protokolu opisanom u Poglavlju
3.2.1.2. Na slikama 10-13 prikazani su rezultati uzgoja provedenih pri brzini 50, 100, 150 i 250

o min?,
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Slika 10. Promjena opti¢ke gusto¢e podloge i koncentracije arabinoze, etanola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 pri brzini okretaja od
50 0 min* (—O—arabinoza, —0— glukoza, —#— etanol, —0— ODgoo, —2— arabitol)

Kvasac Spathaspora passalidarum CBS 10155 je prilikom uzgoja pri 50 o mint (slika
10) usao u eksponencijalnu fazu rasta nakon 3. sata, a stacionarna faza nastupila je u 10. satu.
S obzirom da nije doSlo do znafajnog utroska arabinoze (8,7 % pocetne koncentracije),
pretpostavlja se da je kvasac troSio glukozu iz inokuluma za svoj rast. Njezin potpuni utroSak
poklapa se s ulaskom kvasca u stacionarnu fazu rasta. Krajnja vrijednost ODsoo bila je 1,6875.
Mijesanjem brzinom od 50 o min? odvijao se rast limitiran kisikom pa je kao proizvod
metabolizma nastao etanol u koncentraciji od 0,2391 g L™, a arabitol nije identificiran.
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Slika 11. Promjena opticke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 pri brzini okretaja od
100 o min* (—O—arabinoza, —O— glukoza, —— arabitol, —>— ODsgoo, —#— etanol)

Uzgojem kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 pri 100 o min* (slika 11) doslo
je do 50 % povecanja vrijednosti ODgoo U 0dnosu na vrijednost ostvarenu uzgojem pri 50 0 min
1 (2,5445 naspram 1,6875) jer je u podlozi otopljeno vise kisika koji je potreban za rast biomase.
Specificna brzina rasta bila je dva puta veca od one ostvarene uzgojem pri upola manjem broju
okretaja (0,2730 naspram 0,1426 h™*). Eksponencijalna faza zapocela je nakon 2. sata i trajala
je do 9. sata uzgoja te se odvijala paralelno sa troSenjem glukoze iz inokuluma. Nakon §to se
glukoza potpuno utrosila, zapodelo je troSenje arabinoze. Za razliku od uzgoja pri 50 o min™
gdje se utrosilo 8,7% arabinoze, prilikom uzgoja pri 100 o min? utrosilo se 83 % podetne
koncentracije arabinoze (1,4084 g L™ od pocetnih 8,3852 g L™1). Sinteza arabitola zapocela je
nakon 24. sata uzgoja kada se kvasac nalazio u stacionarnoj fazi rasta. Krajnja koncentracija
arabitola iznosila je 2,7873 g L.
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Slika 12. Promjena opticke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 pri brzini okretaja od
150 o0 min* (—O—arabinoza, —O— glukoza, —— arabitol, —>— ODsgoo, —#— etanol)

Uzgojem kvasca pri 150 o min (slika 12) ostvarena je najvisa vrijednost ODgoo tijekom
svih uzgoja od 2,8504 koja je 12 % visa od ODeoo koja je izmjerena tijekom uzgoja pri 100 o
mint. Takoder, zabiljezena je i najvisa vrijednost specifiéne brzine rasta ovog kvasca, na
podlozi s arabinozom, od 0,3392 hl. Eksponencijalna faza trajala je od 3. do 9. sata uzgoja.
TroSenje arabinoze zapoc€inje u 8. satu uzgoja i odvija se djelomi¢no paralelno s troSenjem
glukoze. Tijekom uzgoja utrosilo se 70 % pocetne koncentracije arabinoze (2,5023 od 8,5212
g LY. Proizvodnja arabitola zapocela je nakon 9. sata te se njegova koncentracija nije
znacajnije mijenjala nakon 24. sata uzgoja (kada je iznosila 97 % konacne). Na kraju uzgoja
iznosila je 2,874 g L™ §to je 3 % vise u odnosu na koncentraciju arabitola dobivenog uzgojem
pri 100 o min,
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Slika 13. Promjena opticke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 pri brzini okretaja od
250 0 min*! (—O—arabinoza, —0— glukoza, —— arabitol, —0— ODgoo, —#— etanol)

Uzgojem pri najvisem broju okretaja od 250 o min™ (slika 13) postignuta je 8 % niza
vrijednost ODsoo U 0dnosu na vrijednost postignutu uzgojem pri 150 o mint i 2,7 % visa
vrijednost od one dobivene uzgojem pri 100 o min? (2,6150 naspram 2,8504 i 2,5445).
Specifi¢na brzina rasta bila je 8,3 % niza u odnosu na brzinu postignutu uzgojem pri 150 o min”
1 (0,3112 naspram 0,3392 h'). Sukladno tome, pretpostavlja se da poveéanjem broja okretaja
tresilice iznad 100 o min™ ne dolazi do znac¢ajnog poveéanja vrijednosti ODsgoo te rasta biomase
kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155. Takoder, uzgojem pri 250 o min™ proizvedeno
je 2,7901 g L arabitola, §to je 3 % niza koncentracija u odnosu na onu ostvarenu uzgojem pri
150 o min™ te se prakti¢no ne razlikuje od koncentracije dobivene uzgojem pri 100 o min™
(2,87381 2,7873 g L. Pretpostavlja se da pove¢anjem broja okretaja tresilice iznad 100 0 min”

! ne dolazi do znacajnog poveéanja proizvodnje arabitola (slika 19).
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4.1.2. Uzgoj kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 u podlozi s
arabinozom
Uzgoj kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 proveden je na podlozi s arabinozom
pri &etiri razli¢ite brzine okretaja tresilice: 50, 100, 150 i 250 o min™, tj. &etiri razli¢ita

intenziteta aeracije. Rezultati uzgoja prikazani su na slikama 14-17.
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Slika 14. Promjena opticke gustoée podloge i koncentracije arabinoze, etanola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 pri brzini okretaja od 50
o mint (—O—arabinoza, —O— glukoza, —#— etanol, —— ODsgo, —2— arabitol)

Pri najnizoj brzini od 50 o mint (slika 14), biomasa kvasca rasla je na glukozi koja
potjece iz inokuluma te stoga nije doslo do znacajnog utroska arabinoze (5,8 %, odnosno 8,7439
od pocetnih 9,2853 g L1). Eksponencijalna faza rasta zapocela je nakon 4. sata uzgoja, a
specifi¢na brzina rasta iznosila je 0,1111 h™. Vrijednost ODsoo postignuta u 48. satu uzgoja
iznosi 1,6400, sto je 2,8 % manje od rezultata postignutog pri jednakoj aeraciji prilikom uzgoja
S. passalidarum CBS 10155 pri istom broju okretaja. Takoder, osim slicne vrijednosti opticke
gustoée podloge, uzgojima pri 50 o min™ zajedni¢ka je i mala koncentracija proizvedenog

etanola (0,0697 g L) te odsutnost proizvodnje arabitola.

29



10

K
6]

H

3,5 __
‘_n
7 ;
%6 g
00 25 ® o
5 5 28
IS )
'_% 2 %O
G 2
5 L5 '3
©
5 1
1 0,5
/0.7 —0
0 |0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
t [h]

Slika 15. Promjena opticke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 pri brzini okretaja od 100
o min (—O—arabinoza, —O— glukoza, —— arabitol, —>— ODsoo, —®— etanol)

Uzgojem kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 pri 100 o min (slika 15) ostvarena
je vrijednost ODeoo od 2,2274, §to je 87,5 % vrijednosti ODeoo OStvarene uzgojem S.
passalidarum CBS 10155 pri istom broju okretaja (2,5445), a 35,8 % viSa od vrijednosti
dobivene uzgojem S. arborarie CBS 11463 pri 50 o0 min™t. Eksponencijalna faza rasta zapocela
je nakon 3. sata, a trajala je do 8. sata uzgoja. Specifi¢na brzina rasta iznosila je 0,2241 h'%, sto
je dva puta vise od brzine postignute rastom pri upola manjoj brzini okretaja (50 o min‘t).
Arabinoza se pocela troSiti nakon ulaska kvasca u stacionarnu fazu rasta te je na kraju uzgoja
utroSeno 83,2 % podetne koncentracije arabinoze (preostalo je 1,4084 od 8,3851 g L™).
Proizvodnja arabitola zapocela je nakon 24. sata uzgoja, odnosno nakon ulaska u stacionarnu
fazu rasta. Koncentracija arabitola u posljednjem satu uzgoja iznosila je 2,9493 g L §to je 5,8
% viSe od koncentracije arabitola dobivene uzgojem kvasca S. passalidarum CBS 10155 pri
istom broju okretaja (2,7873 g L ™).
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Slika 16. Promjena opticke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 pri brzini okretaja od 150
o min (—O—arabinoza, —O— glukoza, —&— arabitol, —>— ODsoo; —®— etanol)

Uzgojem kvasca S. arborarie CBS 11463 pri 150 o min*? (slika 16) ostvarena je
specifi¢na brzina rasta od 0,2591 h* (slika 18) te je zabiljeZena krajnja vrijednost ODgoo 0d
2,6637. Izmjerena vrijednost ODeoo pri 150 0 min™ najveca je vrijednost postignuta uzgojem
kvasca S. arborarie CBS 11463 na podlozi s arabinozom, te je 20 % je veca od vrijednosti
izmjerene pri 100 i pri 250 o0 min™. Prilikom uzgoja utroeno je 70 % arabinoze (6,0189 g L)
$to je 13 % manje nego kod uzgoja pri 100 o min™. Uz to $to se trosilo manje arabinoze, nastalo
je i 10 % manje arabitola (2,6816 g L naspram 2,9493 g L™* kod uzgoja pri 100 0 min't). U
usporedbi s uzgojem kvasca S. passalidarum CBS 10155 pri istom broju okretaja, proizvedeno
je 7 % manje arabitola u podlozi (2,6816 naspram 2,8738 g L1).
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Slika 17. Promjena opti¢ke gustoce podloge i koncentracije arabinoze, arabitola i glukoze
tijekom 48-satnog uzgoja kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 pri brzini okretaja od 250
o min (—O—arabinoza, —O— glukoza, —&— arabitol, —>— ODsoo; —®— etanol)

Tijekom uzgoja pri 250 0 min (slika 17) zabiljeZzena je najveca specifi¢na brzina rasta
za ovaj kvasac, od 0,2627 h'! koja je 15,8 % manja od brzine rasta kvasca S. passalidarum CBS
10155 pri istoj brzini okretaja tresilice (0,3112 h). Tijekom uzgoja oba kvasca pri svim
intenzitetima aeracije zamijecen je diauksican rast sa preferencijom za glukozu. Su i sur. (2015)
navode da kvasac S. passalidarum moze istovremeno metabolizirati glukozu i ksilozu (koja
spada u pentoze) dok je u radu Cadete i sur. (2009) navedeno da kvasac S. arborarie, kao i
ostali kvasci koji konzumiraju pentoze, preferiraju glukozu. Zbog kontradiktornih literaturnih
podataka nije moguce to¢no definirati mogu li ovi kvasci istovremeno trositi heksoze i pentoze
I u kojim uvjetima, $to treba razjasniti prije primjene na lignoceluloznim sirovinama koje sadrze
obje vrste ugljikohidrata. 1z rezultata prikazanih na slici 18, vidljivo je da pri svim istrazenim
brzinama okretaja tresilice kvasac S. arborarie CBS 11463 na podlozi s arabinozom ima manju
specificnu brzinu rasta od kvasca S. passalidarum CBS 10155. Glavni proizvod dobiven
uzgojem kvasca S. arborarie CBS 11463 pri 250 o min™! je arabitol. Detektiran je u 24. satu te
je njegova koncentracija iznosila 2,6442 g L™ sto je blisko koncentracijama postignutim pri
nizim brojevima okretaja, ali u posljednjem (48.) satu uzgoja. Takoder, slicna je kona¢nim
vrijednostima koncentracije arabitola ostvarenim uzgojem kvasca S. passalidarum CBS 10155
na istoj podlozi, pri 100, 150 i 250 o min*? (slika 19). Aeracija postignuta pri 250 o min

pokazala se optimalnom za proizvodnju arabitola te je u zadnjem satu uzgoja njegova
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koncentracija iznosila 4,1491 g L™, $to je preko50 % vise od vrijednosti dobivene uzgojem pri
150 o mint. Za razliku od kvasca S. passalidarum CBS 10155, koji pove¢anjem broja okretaja
iznad 100 o min nije proizvodio znacajno vise arabitola, kvascu S. arborarie CBS 11463 je
za proizvodnju arabitola pogodovala brzina okretaja od 250 0 min (slika 19). Pored arabitola,
tijekom uzgoja oba kvasca pri 100, 150 i 250 o min* proizvedene su i male koncentracije

etanola (< 0,1 g L), koje se nisu zna¢ajno mijenjale produzenjem trajanja procesa.
04
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Slika 18. Ovisnost maksimalne specifi¢ne brzine rasta o aeraciji prilikom uzgoja kvasaca S.
passalidarum CBS 10155 i S. arborarie CBS 11463 na tresilici u podlozi sa arabinozom (—O—
S. arborarie CBS 11463; —{— S. passalidarum CBS 10155)
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Slika 19. Prikaz ovisnosti kona¢ne koncentracije arabitola dobivene uzgojima o broju okretaja
tresilice (—O— S. arborarie CBS 11463; —{J— S. passalidarum CBS 10155)
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4.2. UZGOJ KVASACA Spathaspora passalidarum CBS 10155 | Spathaspora
arborarie CBS 11463 U KISELINSKOM HIDROLIZATU IZLUZENIH
REPINIH REZANACA | BIOREAKTORU S MIJESALOM

U ovom istrazivanju proveden je uzgoj kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155
i Spathaspora arborarie CBS 11463 na kiselinskom hidrolizatu izluZenih repinih rezanaca.
Hranjiva podloga je dobivena mijesanjem prethodno proizvedenih hidrolizata kiselinski
predobradenih izluzenih rezanaca Secerene repe u visokotlacnom reaktoru. Hidrolizati su
dobiveni u istrazivanju u sklopu projekta “Odrziva proizvodnja biokemikalija iz sekundarnih
lignoceluloznih sirovina” (HRZZ-9717) pri 180 i 160 °C te 5 i 10 min. Podloga je sadrzavala
najvise arabinoze, zatim glukozu i ksilozu (tablica 2). Osim ugljikohidrata, u podlozi su bile
prisutne i organske kiseline (octena i mravlja kiselina). Uzgoj je voden kroz 48 sati u
bioreaktoru s mijesalom pri 28 °C i pH-vrijednosti 6 (Poglavlje 3.2.3). Protok zraka iznosio je
2,5 L min’, a brzina mijesala 550 o min™. U odredenim vremenskim intervalima sterilno se
uzimao uzorak kojem je odreden sastav UPLC metodom te je gravimetrijski odredena

koncentracija biomase.

4.2.1. Uzgoj kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 u

bioreaktoru u kiselinskom hidrolizatu izluZenih repinih rezanaca

Hranjiva podloga je u 0. satu uzgoja u bioreaktoru sadrzavala 14,05 g L arabinoze,
2,61 g L ksiloze, 1,62 g L glukoze te 2,10 g L octene i 0,21 g L™ mravlje kiseline (slika
20). Zabiljezene koncentracije navedenih organskih kiselina ne inhibiraju rast kvasca
Spathaspora passalidarum. Prema Pacheco i sur. (2021) ovaj kvasac ne moze fermentirati

podlogu s 2,5 g L™ octene i 1 g L™t mravlje kiseline koje djeluju inhibicijski na njihov rast.
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Slika 20. Uzgoj kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 u bioreaktoru na kiselinskom
hidrolizatu izluZenih repinih rezanaca (—3—arabinoza, —O— glukoza, —x— ksiloza —&—

arabitol, —o— biomasa, —+— mravlja kiselina, —t—octena kiselina, —%— etanol)

Tijekom uzgoja kvasac je imao na raspolaganju glukozu, ksilozu i arabinozu kao izvore
ugljika. Glukoza je potpuno utrosena u 6. satu uzgoja, ksiloza u 24. satu, a arabinoza je bila
potpuno utroSena tek u 48. satu. Primijecen je diauksi¢ni rast jer je troSenje arabinoze i ksiloze
zapocCelo nakon potpunog iscrpljivanja glukoze iz podloge. Maksimalna brzina trosenja glukoze
iznosila 0,496 h't, a arabinoze 0,0862 h™. Specifi¢na brzina respiracije u 6. satu uzgoja uznosila
je 0,2110 g Oz h't g dok je u 10. satu uzgoja bila upola manja, odnosno 0,1156 g O, ht g*
(rezultati nisu prikazani). Kvasac je usao u eksponencijalnu fazu rasta u 4. satu uzgoja, a u
stacionarnu fazu nakon 10. sata. Nakon ulaska u stacionarnu fazu rasta, zapocela je sinteza
arabitola. Detektiran je u podlozi nakon 24. sata kada je njegova koncentracija (6,2800 g L™)
iznosila 74 % od maksimalno postignute u posljednjem satu uzgoja (8,4810 g L). Etanol nije
detektiran tijekom ovog uzgoja. Koncentracija octene kiseline dosegla je svoj maksimum u 7.
satu uzgoja (0,7749 g L) i potom pala za 93 % do eksponencijalne faze rasta (0,1511 g L™ od
pocetnih 2,1758 g L) te se nakon 8. sata uzgoja nije mogla detektirati u podlozi. Koeficijent
konverzije supstrata (arabinoze) u arabitol iznosi Yess = 0,6038 g g%, a produktivnost 0,1767 g
Lt ht,
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4.2.2.  Uzgoj kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 u bioreaktoru

u kiselinskom hidrolizatu izluzenih repinih rezanaca

Kvasac Spathaspora arborarie CBS 11463 uzgojen je u bioreaktoru na kiselinskom
hidrolizatu izluZenih repinih rezanaca. Sastav podloge nalazi se u tablici 2, a rezultati

istraZzivanja prikazani su na slici 21.
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Slika 21. Uzgoj kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 u bioreaktoru na kiselinskom
hidrolizatu izluzenih repinih rezanaca (—O—arabinoza, —O— glukoza, —x— ksiloza —&—

arabitol, —o— biomasa, —+— mravlja kiselina, —t— octena kiselina, —%— etanol)

Prilikom uzgoja, od sva tri ugljikohidrata, u potpunosti je utrosena samo glukoza i to
tek nakon 9. sata uzgoja. Koncentracija ksiloze smanjila se za 58 % (preostalo je 1,0771 g L™
od podetnih 2,5675 g L1). Maksimalna brzina potrosnje glukoze iznosila je 0,0798 h?, a
arabinoze 0,0160 hl. Na kraju uzgoja u podlozi je ostalo 10,3134 g L™ arabinoze §to znaci da
je utroSeno 27,5 % pocetne koncentracije arabinoze. Sukladno manjem rastu i utrosku
arabinoze, proizvedeno je i manje arabitola. Na kraju uzgoja koncentracija arabitola iznosila je
2,1759 g L, §to je oko 4 puta manje od koncentracije arabitola dobivene uzgojem kvasca
Spathaspora passalidarum CBS 10155 na istoj podlozi. Koeficijent konverzije supstrata
(arabinoze) u arabitol iznosio je Yps = 0,5570 g g, a produktivnost 0,0453 g Lt ht.

Koncentracija mravlje kiseline u podlozi rasla je do 8. sata uzgoja te je dostigla vrijednost od
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0,8133 g L, a do kraja uzgoja se nije znacajno promijenila. Specifi¢na brzina respiracije u 6.
satu uzgoja iznosila je 0,2744 g O, h't g%, a zatim je u 10. satu uzgoja opala vise od tri puta, na
0,0715 g O, h'? gL. Koncentracija octene kiseline u podlozi opada linearno do 24. sata uzgoja,
a na kraju uzgoja nije detektirana u podlozi. Koli¢ina octene kiseline koja se nalazila u podlozi
nakon 24 sata uzgoja kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 bila je jednaka onoj u 6. satu
uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155. S obzirom da su oba kvasca rasla na istoj
prisutne inhibitore jer je slabije rastao te sporije metabolizirao octenu kiselinu iz podloge.
Takoder, moguc¢e je da je manja koncentracija biomase odgovorna za nizu koncentraciju

proizvedenog arabitola.
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. ZAKLJUCCI

. Za istrazivanje proizvodnje arabitola na hidrolizatu dobivenom Kkiselinskom hidrolizom
izluzenih rezanaca Secerne repe odabrane su dvije vrste ne-Saccharomyces kvasca:
Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie CBS 11463.

. Istrazivanjem rasta kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 u hranjivoj podlozi s
arabinozom pri razli¢itim brzinama okretaja tresilice (50-250 0 min') dobivene su razli¢ite
koncentracije arabitola. Maksimalna koncentracija dobivena je uzgojem pri 150 o min™ te
je iznosila 2,8738 g L. Navedena vrijednost se znacajno ne razlikuje od koncentracije
arabitola proizvedene pri 100 i pri 250 0 min te se iz toga moZe pretpostaviti da dodatna
aeracija ne doprinosi poveéanju proizvodnje arabitola pri broju okretaja iznad 100 o min™.
Proizvodnja arabitola pomoc¢u kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463 odvijala se u
hranjivoj podlozi s arabinozom pri razli¢itim brzinama okretaja tresilice. Najveca konacna
koncentracija arabitola primijeena je pri najvecem broju okretaja. Na temelju dobivenih
rezultata vidljivo je da kvascu S. arborarie CBS 11463, za proizvodnju arabitola, pogoduje
brzina okretaja od 250 0 mint pri kojoj je zabiljezeno 4,1491 g L arabitola $to je 50 %
vise od postignute uzgojem istog kvasca pri 150 o min™.

. Zasve istrazene brzine okretaja tresilice, kvasac S. arborarie CBS 11463 je imao oko 20 %
manju specifiénu brzinu rasta od kvasca S. passalidarum CBS 10155 u istim uvjetima
uzgoja.

. Kiselinskom hidrolizom izluZenih repinih rezanaca dobiven je hidrolizat s 14,05 g L
arabinoze, 2,61 g L ksiloze, 1,62 g L™ glukoze te 2,10 g L™ octene i 0,21 g L™ mravlje
kiseline koji je koriSten za uzgoj obaju kvasaca u bioreaktoru. IstraZivanjem rasta ne-
Saccharomyces kvasaca Spathaspora passalidarum CBS 10155 i Spathaspora arborarie
CBS 11463 na navedenoj hranjivoj podlozi, zabiljezen je arabitol kao glavni produkt.
Tijekom uzgoja kvasca Spathaspora passalidarum CBS 10155 kona¢na koncentracija
arabitola u podlozi iznosila je 8,4810 g L. Koeficijent konverzije supstrata (arabinoze) u
arabitol iznosio je Ypis = 0,6038 g g*, a produktivnost 0,1767 g L™ h'. Na kraju uzgoja
kvasca Spathaspora arborarie CBS 11463, koncentracija arabitola iznosila je 2,1759 g L.
Niza koncentracija arabitola u podlozi vjerojatno je posljedica manje koncentracije biomase
kvasca. Koeficijent konverzije supstrata u produkt iznosio je Yes = 0,5570 g g%, a
produktivnost 0,0453 g L1 ht.

U oba kvasca primijecen je diauksi¢ni rast jer je potrosnja arabinoze i ksiloze zapocela
nakon potpuno iscrpljenja glukoze iz podloge. Etanol nije detektiran tijekom oba uzgoja na

kiselinskom hidrolizatu izluzenih repinih rezanaca.
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PRILOZI

Prilog 1. Standardi koristeni za UPLC analizu

Tvar RT (min) | JednadZba kalibracijskog pravca R?
mlije¢na kiselina 6,632 y = 61091x+8832,5 0,9934
mravlja kiselina 7,11 y = 47328x +53,595 1,0000

arabinoza 5,604 y =128443x +3314,1 0,9997
etanol 11,072 y =55421x +1343 1,0000
octena kiselina 7,816 y = 57358x+697,25 1,0000
glukoza 4,821 y = 135278x - 3377 0,9997
arabitol 5,85 y=127741,79+ 1700,63 1,0000
ksiloza 5,164 y =129878x - 627,53 0,9998
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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