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1. UVOD

U posljednjih nekoliko desetlje¢a potreba za energijom je znatno porasla zbog poveéanja
svjetske populacije i ambicioznih razvojnih potreba. Zalihe fosilnih goriva, koja su do sada bila
glavni, neobnovljivi izvor energije se smanjuju i stoga se istrazuju obnoviljivi izvori energije koji
bi ih mogli nadomijestiti. U tu skupinu spadaju solarna, geotermalna energija, hidroenergija i
bioenergija (Mondal i sur., 2023). Bioenergija i biogoriva koriste biomasu kao sirovinu za
proizvodnju, a biomasa je dostupna tijekom cijele godine te su stoga biogoriva najopseznije
koriSten izvor obnovljive energije (Duarah i sur., 2022). Biogoriva se mogu podijeliti s obzirom
na razliCite sirovine iz kojih potjecu, prema ¢emu se dijele na bioplin, biodizel, bioetanal,
biovodik itd. (Zhang i Zhang, 2019). Biodizel se proizvodi procesom transesterfikacije lipida s
alkoholima te se procesom razdvajaju dvije faze — biodizel i glicerol. Glicerol se u proizvodniji
biodizela smatra nusproizvodom, ali pro€iS¢avanjem necisto¢a iz glicerola moguce ga je
pretvoriti u vrijednu sirovinu za biotehnoloSku proizvodnju. Zbog niske cijene i Siroke
dostupnosti, te svojstava poput higroskopnosti, niske hlapivosti, topivosti, netoksi¢nosti i dr.

nasao je primjenu u kemijskoj i biotehnoloskoj proizvodniji (Monteiro i sur., 2018).

Glicerol, izmedu ostalog, moze se koristiti u kemijskoj i biotehnolo$koj proizvodniji Secernih
alkohola. Oni imaju Siroku primjenu u dentalnoj medicini te prehrambenoj industriji kao
zasladivaCi koji se nepotpuno apsorbiraju u krvotok i time osiguravaju manju promjenu
koncentracije glukoze u krvi (Awuchi, 2017). Kemijski procesi proizvodnje zahtijevaju visoke
temperature i tlakove, Ciste supstrate i katalizatore Sto proces €ini ekonomski neisplativim. Za
razliku od toga, proizvodnja Secernih alkohola biotehnoloskim putem ne zahtjeva takve uvjete,
a temelji se na koriStenju enzima i mikroorganizama koji sadrZze metabolicke puteve pretvorbe
izvora ugljika u Secerne alkohole (Erian i Sauer, 2022). Medu Sec¢erne alkohole spadaju ksilitol,
arabitol, sorbitol, manitol, laktitol i drugi. Arabitol je Secerni alkohol bez boje, niskog kalorijskog
sadrzaja i dobrih svojstava rehidratacije i ovlazivanja. Kao takav je na%ao primjenu u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te dentalnoj medicini (Zheng i sur., 2020). Proizvodnja
istog kemijskim putem zahtjeva visoke temperature i tlak, nastaju znacajne koli€ine
nusproizvoda te zahtjeva kompleksne metode procis¢avanja. Biotehnoloski put proizvodnje
zahtjeva manje ulaganja, a koriste se mikroorganizmi, najéeS¢e osmotolerantni kvasci koji ga
mogu sintetizirati metaboli¢kim putevima iz glicerola, saharoze, laktoze, ksiloze i drugih izvora

ugljika (Ravikumar i sur., 2022).



Skupina ne-Saccharomyces kvasaca moZze Koristiti brojne supstrate kao izvor ugljika te
moze rasti i nakupljati metabolite u stresnim uvjetima kao $to su visoke koncentracije soli,
visoki osmotski tlak te u prisutnosti fenola i slabih kiselina koje se smatraju inhibitornim tvarima
(Mukherijee i sur., 2017). U tu skupinu spada kvasac Debaryomyces hansenii, osmo-, halo-,
kserotolerantan kvasac koji ima moguénost rasta na podlogama s visokim koncentracijama
natrijevog klorida i glukoze te moze asimilirati Siroki spektar razli€itih izvora ugljika (Breuer i
Harms, 2006).

Cilj ovog rada je istrazivanje optimalnih uvjeta proizvodnje arabitola pomocu kvasca
Debaryomyces hansenii pri razliCitim koncentracijama glicerola uz promjenu pH vrijednosti i

koncentracije natrijevog klorida.



2. TEORIJSKI DIO

1.1. ODRZIVA BIOTEHNOLOGIJA

Povecanjem populacije i promjenom zivotnog stila ljudi s obzirom na tehnoloSke napretke
dovelo je do eksponencijalnog povecanja potrebe za energijom. Vecina trenutnih kuénih i
industrijskih operacija ovisi primarno o fosilnim gorivima za energetske potrebe, a s obzirom
da su to neobnovljivi izvori energije, zalihe se smanjuju. Osim toga, koristenje fosilnih goriva
kao energetskog resursa povlaci za sobom i probleme sa zagadenjem okoliSa (Gautam i sur.,
2020). Iz tih razloga se istrazuju obnovljivi izvori energije uklju€ujuéi solarnu, geotermalnu
energiju, hidroenergiju i bioenergiju (Chilakamarry i sur., 2021). Neki od navedenih obnovljivih
izvora energije su prikladni za generiranje topline, ali ne i generiranje snage ili upotrebu u
transportu. U tu skupinu spadaju solarna, geotermalna, hidroenergija i energija vjetra te se
ovisno o podrucju na kojem je energija potrebna, koristi ona koje ima u obilju. S druge strane,
biomasa je kao sirovina dostupna tijekom cijele godine te su stoga biogoriva najopseznije
koriSten izvor obnovljive energije (Duarah i sur., 2022). Biogoriva su goriva proizvedena iz
biomase, odnosno organskog materijala biljaka, algi i Zivotinjskog otpada te se zbog svog
podrijetla smatraju vaznima za globalnu energetsku ekonomiju kao primarni nacin
dekarbonizacije okoliSa. Medutim, skuplja su od fosilnih goriva te se razvija briga o koli€ini
potrebnog zemljista ukoliko se proizvodnja biogoriva proSiri na razine potrebne za znacajniju
dekarbonizaciju. U posljednjem desetlje¢u, proizvodnja se povecéala za 4 %. Ta vrijednost je
neznatna s obzirom na energetske potrebe u transportu, od kojih biogoriva €ine svega 3,6 %
zadovoljenih energetskih potreba, a prema Internacionalnoj energetskoj agenciji (eng.
International Energy Agency — IEA) smatra se da bi biogoriva trebala ispunjavati 64 %
energetskih potreba u transportu do 2050. godine za postizanje cilieva u dekarbonizaciji
okolisa (Spandagos, 2024).

Biogoriva se mogu kategorizirati s obzirom na komponente i postojece oblike, npr. ¢vrsta,
tekuca i plinovita biogoriva. Cvrstim biogorivima se smatraju goriva sirove biomase, obradene
biomase i ostacima nakon konverzije biomase. Tekuca i plinovita biogoriva su oboje produkti
konverzije biomase te su poznatiji pod nazivima bio-ulja i sinteti¢ki plinovi. Druga, poznatija
podjela temelji se na razliitim sirovinama iz koje potje€u, prema ¢emu se dijele na bioplin,
biodizel, bioetanol, biovodik itd. (Zhang i Zhang, 2019). Biodizel se proizvodi iz lipida procesom
transesterifikacije triglicerida s alkoholom poput metanola ili etanola uz prisutnost kiselinskog

katalizatora. Procesom se razdvajaju dvije faze od kojih je gornja faza biodizel (metilni ili etilni



esteri), a donja faza je sirovi glicerol. Ovisno o koridtenoj sirovini, kvaliteta produkata varira te

zahtjeva razliCite metode prociS¢avanja (Kaur i sur., 2020).

2.1.1. Glicerol

Glicerol (propan-1,2,3-triol) je organski spoj kemijske formule C3HsOs. Pri sobnoj temperaturi
je bezbojna, viskozna tekuéina bez mirisa koja ima higroskopna svojstva. Vlagu iz atmosfere moze
vezati vodikovim vezama zbog trihidroksilne skupine u svojoj strukturi te ga je zbog toga takoder
moguce mijeSati s vodom. Takoder ga je mogucée mijeSati s etanolom, ali ne s organskim otapalima

(Ben i sur., 2022). Svojstva glicerola pri temperaturi od 20 °C prikazana su u tablici 1.

Tablica 1. Svojstva glicerola (prema Morais Lima i sur., 2020)

molarna masa 92,09382 g/mol
viskoznost 1,5Pas
povrSinska napetost 64 mN/m
gustoca 1,261 g/mL
temperatura taljenja 18,2 °C
temperatura vrelista 290 °C

Glicerol ima visoku toCku vreliSta koja iznosi 290 °C i klasificiran je kao poluhlapljivi spoj, a
iako taliste iznosi 18,2 °C, ponovno zamrzavanije glicerola odvija se pri puno nizim temperaturama.
U takvim slu€ajevima postaje ekstremno hladna tekucina, ali se ne smrzava Sto omogucava
njegovu primjenu u proizvodniji antifriza (Lima i sur., 2020). PovrSinska napetost glicerola iznosi
0,0634 N/m pri 20 °C, Sto je neznatno manje od povrSinske napetosti vode (0,0725 N/m), ali

znatno viSe od povrSinske napetosti vecCine organskih otapala (Takamura i sur., 2012).

2.1.1.1. Sinteza i izvori glicerola

Pod pojmom glicerol uglavhom se misli na Cistu tvar. Medutim, otopine glicerola i vode koje
sadrzavaju viSe od 95 % glicerola se nazivaju glicerin, dok se sirovim glicerolom naziva glicerin
dobiven kao nusproizvod u procesu proizvodnje biodizela. Sirovi glicerol uglavnhom sadrzi izmedu
70 % i 80 % glicerola (Monteiro i sur., 2018).

Neke od metoda sinteze glicerola prikazane su na slici 1. U uobiajene metode sinteze
spadaju: hidroliza (slika 1A), saponifikacija (slika 1B) i reakcija transesterifikacije (slika 1C) u
proizvodnji biodizela. lako postoje i drugi nacini za sintezu glicerola poput fermentacije, oni nisu u

primjeni u industrijskom mijerilu. Prevladavajuci nacin proizvodnje glicerola jest sinteza alkilnih
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estera reakcijom transesterifikacije ulja pomoéu etanola ili metanola, uz upotrebu katalizatora. Kao
nusprodukt ove reakcije dolazi do nastajanja jedne molekule glicerola na tri nastale molekule
metilnih ili etilnih estera koje sluze kao baza za proizvodnju biodizela (Monteiro i sur., 2018).
Glicerol dobiven na ovaj nacin sadrzi niz necisto¢a poput: vode, katalizatora, slobodnih masnih
kiselina, soli, alkohola i biodizela. Udio spomenutih neisto¢a iznosi izmedu 20 % i 60 % te ovisi
0 samoj sirovini, efikasnosti katalitiCke reakcije i koracima proizvodnje i pro€iS¢avanja biodizela
(Schwengber i sur., 2016).

i 1
H R.
o ole,
+ HO, *
S X
H. AL H,0 R-OH o I+ R
07 "Ry +|OH Katalizator Katalizator 0" Ry
— OH +
* OH A c
o Glicerol o
w . clicerol r,
07 "Ry ‘07 TRy
—_—
Esteri
Masne X-OH (Biodizel)

—
kiseline B |

Glicerol

Slika 1. Kemijske reakcije u kojima dolazi do sinteze glicerola: hidroliza (A), saponifikacija
(B), transesterifikacija (C) (prema Monteiro i sur., 2018)

Glicerol se u proSlosti proizvodio primarno kao nusprodukt saponifikacije masti u proizvodnji
sapuna te se koristio kao sirovina u proizvodnji nitroglicerina. Zamjenom prirodnih sapuna sa
sintetskim detergentima dovela je do manjka proizvedenog glicerola te je njegova cijena stoga
bila visoka. S razvijanjem obnovljive biotehnologije, u proizvodnji biodizela se nakupljala velika
koli¢ina glicerola kao nusprodukta proizvodnje Sto je povecalo dostupnost glicerola i dovelo do
smanjenja cijena. Zbog cijene i pristupacnosti glicerola, nadao je primjenu u biotehnoloskoj sirovini
kao izvor ugljika (Attarbachi i sur., 2023). Sirok spektar primjene glicerola u industriji proizlazi iz
njegovih fizikalnih i kemijskih svojstava poput: higroskopnosti, niske hlapivosti, topivosti,
stabilnosti, netoksi¢nosti i visokog viskoziteta. Glicerol je bitna sirovina koja se primjenjuje u
kemijskoj industriji za proizvodnju boje, papira i detergenta, ali i u drugim industrijama poput
tekstilne industrije i prehrambene industrije kao emulgator i stabilizator ili u proizvodniji Secernih

alkohola koji sluze kao zasladivaci (Monteiro i sur., 2018).



1.2. SECERNI ALKOHOLI

Secerni alkoholi (polioli) su kemijski definirani kao derivati saharida u kojima je ketonska ili
aldehidna grupa zamijenjena hidroksilnom grupom. lako nisu ni Seceri ni alkoholi, naziv su dobili
jer se smatraju hibridima molekule saharida i alkohola (Ibrahim, 2016). Bijele su boje i topljivi su
u vodi te su prirodno prisutni u malim koncentracijama u vocu i povréu. Komercijalno se mogu
proizvoditi industrijski kemijskim i biotehnoloSkim putem iz saharida ili obnovljivih, lignoceluloznih
sirovina. Kemijski procesi temelje se na redukciji mono- ili disaharida u odgovarajuce $ecéerne
alkohole. Zahtijevaju Ciste supstrate i katalizatore te visoke temperature (100 — 160 °C) i tlakove
(40 — 120 bar). Proizvodnja takvim putem ima niske prinose i dolazi do formacije nusproizvoda,
ali je ta metoda ekonomski najisplativija (Erian i Sauer, 2022). Proizvodnja Secernih alkohola
biotehnoloskim putem temelji se na koriStenju enzima ili mikroorganizama koji ih sadrze te se
metaboli¢kim putevima supstrati prevode u Secerne alkohole. Prednost u odnosu na kemijske
procese je mogucnost koristenja nizih temperatura i tlakova (prilagodeni su aktivnosti enzima i
mikroorganizmima) te koristeni supstrati ne moraju biti Cisti. Mnoga istraZivanja su fokusirana na
.Scale-up“ takvih procesa do industrijske razine, ali trenutno se jedino eritritol proizvodi
biotehnoloski na industrijskoj razini. Mikroorganizmi koriSteni za proizvodnju Secernih alkohola su
osmotolerantni kvasci poput rodova Yarrowia sp., Hansenula sp., Debaryomyces sp. (Erian i
Sauer, 2022).

Secerni alkoholi dijele se u tri grupe s obzirom na broj saharidnih jedinica:
| — derivati monosaharida — ksilitol, arabitol, sorbitol i manitol
Il — derivati disaharida — laktitol i maltitol

Il — derivati polisaharida kao mjeSavina Secernih alkohola — izomalt koji je 1:1 smjesa a-D-

glukopiranozil-[1,6]-D-sorbitola i a-D-glukopiranozil-[1,6]-D-manitola (Grembecka, 2015).

Na slici 2 prikazana je lista razliCitih saharida iz kojih se odredeni Secerni alkoholi mogu
derivirati, najéeS¢e mikrobiolodkim putem. Na slici su plavim kvadratima oznaceni saharidi s

odgovarajuc¢im Secernim alkoholom kojeg mogu proizvesti.



Glicerol
Glukoza
Ksiloza
Arabinoza
Fruktoza
Saharoza
Laktoza

D-arabitol

L-arabitol
Eritritol

Glicerol

Manitol
Ksilitol

Slika 2. Prikaz saharida iz kojih je moguce proizvesti odredene Secerne alkohole (prema
Erian i Sauer, 2022)

Najvecu primjenu imaju u prehrambenoj industriji kao nutritivni zasladivaci u ,sugar-free“ hrani
i prehrambenim proizvodima poput Zvakaéih guma, vo¢nih namaza, slatkisa i sladoleda (Msomi i
sur., 2021). Seéerni alkoholi najée$¢e se nepotpuno apsorbiraju u krvotok kroz tanko crijevo $to
rezultira manjim promjenama u koncentraciji glukoze u krvi u odnosu na stolni $e¢er — saharozu.
U odnosu na saharozu su manje slatki, ali imaju dovoljno sli¢an okus da bi mogli biti koristeni za
umanjiti neugodne okuse jakih zasladivata. Takoder, generalno imaju manju energetsku

vrijednost u odnosu na saharozu, a iznimke tome su sorbitol, laktitol i glicerol (Awuchi, 2017).

1.1.1. Kisilitol
Ksilitol je Secerni alkohol s 5 molekula ugljika, kemijske formule CH,OH(CHOH)3;CHOH.

Strukturno se pojavljuje u kristalnom i granuliranom obliku, bijele je boje te je topljiv u vodi (Gasmi
Benahmed i sur., 2020). Prirodno se pojavljuje u malim koli€¢inama u mnogim biljkama,
mikroorganizmima i zivotinjskim tkivima. U ljudi se pojavljuje kao dio metabolizma ugljikohidrata
te se proizvodi prosje¢no 5 — 15 g po danu (Msomi i sur., 2021). Ksilitol se smatra prehrambenim
dodatkom sigurnim za dijabetiCare zbog niskog glikemijskog indeksa koji iznosi 7 (glikemijski
indeks glukoze je 100). Takoder, jedan gram ksilitola sadrzi 2,43 kcal, dok gram saharoze sadrZi
3,87. Kasilitol je, za razliku od drugih Secernih alkohola, pokazao zdravstvene u€inke na zdravlje

zubi (smanjuje pojavu karijesa), sprieCavanije infekcije usiju te pojavu osteoporoze (Awuchi, 2017).

U biotehnologiji se ksilitol moze proizvoditi fermentacijom Ciste ksiloze ili iz predobradenih
lignoceluloznih sirovina poput drveta breze koje bakterije ili kvasci prevode u ksilitol (Gasmi

Benahmed i sur., 2020).



1.1.2. Arabitol

Arabitol je poliol koji se prirodno pojavljuje u dva oblika — L-arabitol i D-arabitol. L-arabitol se
proizvodi iz L-arabinoze, dok se za D-arabitol smatra da proizlazi iz meduprodukata pentoza
fosfatnog puta. Ovisno o soju kvasca koristenog za proizvodnju D-arabitola, produkti pentoza
fosfatnog puta D-ksiluloza-5-fosfat ili D-ribuloza-5-fosfat se defosforiliraju u D-ksilulozu, odnosno
D-ribulozu, koji se daljnjom redukcijom prevode u D-arabitol pomoéu enzima arabitol
dehidrogenaze (Erian i Sauer, 2022). D-arabitol je bezbojan, niskog sadrZaja kalorija (0,2 kcal/g),
ima oko 70 % slatkoCe saharoze te ima dobra svojstva rehidracije i ovlazivanja. U prirodi je
prisutan najviSe u mikroorganizmima poput kvasaca, filamentoznih fungi i zelenih algi. U
kvascima, zajedno s manitolom, ima ulogu u zastiti od osmotskog tlaka te kao izvor ugljika, dok u

filamentoznim fungima sluzi kao zastita od nepovoljnih uvjeta (Ravikumar i sur., 2022).

Kao i u ostalim Seéernim alkoholima, metabolizam arabitola nije povezan s inzulinom $to
omogucuje sporu apsorpciju u probavnom sustavu, ¢ineéi ga primjerenim dodatkom u namirnice
namijenjene dijabetiCarima. D-arabitol primjenu pronalazi i u dentalnoj medicini zbog moguénosti
inhibicije bakterija koje stvaraju kiselinu i poti€u stvaranje karijesa, dok u isto vrijeme proizvodi
osjecaj hladenja u ustima prouzrokovanog endotermnim otapanjem. Takoder, moZe se koristiti kao
posrednik u sintezi odredenih lijekova te u proizvodnji kemikalija poput ksilitola, propilen glikola,

etilen glikola, herbicida i lijekovima protiv nepatogenih bolesti (Zheng i sur., 2020).

1.1.3. Sorbitol

Sorbitol je alditol sa Sest C-atoma te se jo$ naziva D-glucitol. U prirodi se moze pronaci u vocu
poput breskvi, jabuka, marelica i treSanja te u nekom povrcu, duhanu i morskoj travi (Msomi i sur.,
2021). Bijele je boje, ima kristalnu strukturu te ima Cetiri kristalne forme (a,,y,0) i jednu tranzicijsku
formu (€). Te forme karakteriziraju razli€ita svojstva higroskopnosti, ¢vrstoce, kompresibilnosti i
stabilnosti. Na primjer, y-forma ima visoko taliSte, dobru stabilnost i nisku higroskopnost te je zbog
tih svojstava nasla primjenu u medicini i prehrambenoj industriji. Sve kristalne forme (osim &) imaju
dobru kompresibilnost $to ih €ini primjenjivima u proizvodniji lijekova u formi tableta. Takoder, na
sorbitolu se ne odvijaju Maillard-ove reakcije posmedivanja, ima 60 % slatko¢e saharoze te ima

ugodan okus $to mu omogucava primjenu u pekarskoj industriji (Zhang i sur., 2020).

Kemijskim putem se proizvodi iz glukoze katalitiCkom hidrogenacijom pomocu vodika i
katalizatora na bazi nikla ili se proizvodi u luZnatim uvjetima elektrokemijskom redukcijom
dekstroze (Msomi i sur., 2021). BiotehnoloSkim putem se proizvodi najéesce iz fruktoze pomocu

radnih mikroorganizama poput Zymomonas mobilis uz pomo¢ enzima glukoza-fruktoza



oksidoreduktaze, a moze se proizvoditi i direktno iz laktoze koristeCi genetski modificirane

bakterije Lactobacillus casei (Zhang i sur., 2020).

1.1.4. Maltitol

Mailtitol je higroskopni nereducirajuéi Sec¢erni alkohol koji spada u drugu skupinu Secernih
alkohola, odnosno, derivat je disaharida. U prirodi se pojavljuje u razli¢itom voéu i povréu te u
malim koncentracijama u przenom sladu i listovima cikorije. Od svih poliola maltitol ima krivulju
topljivosti najsli¢niju saharozi te posjeduje 75 — 90 % njene slatkoce. To ga €ini prigodnom
zamjenom za saharozu jer ostavlja veoma sli€an priokus u ustima. Osim toga, s obzirom na visoku
Cistocu kristala maltitola i kemijsku kompoziciju, u svojoj prirodnoj formi je maltitol higroskopniji od
saharoze. To svojstvo omogucava primjenu u prehrambenoj industriji jer higroskopnost maltitola
produljuje vijek trajanja proizvoda te je potrebno vise vremena da izgube teksturu nakon izlaganja
atmosferskim, nepakiranim uvjetima. Komercijalno se proizvodi iz Skroba Zitarica (npr. kukuruz i
p3enica) te krumpira; katalitickom hidrogenacijom D-maltoze u svrhu proizvodnje hidrogeniranog

disaharida koji se sastoji od molekule glukoze i molekule sorbitola (Saraiva i sur., 2020).

2.3. PROIZVODNJA ARABITOLA BIOTEHNOLOSKIM PUTEM

Arabitol se moze proizvoditi kemijskim i biotehnoloskim putem, a u industrijskom mijerilu se
danas proizvodi samo kemijski. Proces uklju€uje dvostupanjsku hidrogenaciju koriste¢i arabinsku
kiselinu i laktone kao supstrate, zahtjeva visoku temperaturu (100 °C) i tlak te nastaju znacajne
koli¢ine nusproizvoda. Stoga, osim troSkova samog procesa kemijske sinteze D-arabitola, njegovo
proc€iS¢avanje zahtjeva kompleksne metode i visoka ulaganja. BiotehnoloSkim putem se proizvodi
iz stanica mikroorganizama, njihovih enzima ili industrijski proizvedenih enzima. Pri uzgoju na
mikroorganizmima, najceS¢e osmotolerantim kvascima, kao izvor ugljika se prvotno koristila samo
glukoza, ali nakon daljnjih istraZivanja metabolickih puteva otkrivena je moguénost proizvodnje D-

arabitola na glicerolu, saharozi, laktozi, fruktozi i ksilozi (Ravikumar i sur., 2022).

2.3.1. Metaboli¢ki putevi sinteze arabitola

Za razumijevanje biotehnoloSke sinteze arabitola pomoc¢u kvasaca, potrebno je poznavati
metabolicke puteve, meduprodukte i enzime koji sudjeluju u njegovoj sintezi i regulaciji.
Metaboli€ki putevi sinteze D-arabitola u kvasaca prikazani su na slici 3. Kao §to je moguce vidjeti,
sinteza D-arabitola provodi se preko puta pentoza fosfata (PPP) gdje ribuloza-5-fosfat predstavlja
kljuéni prekursor za sintezu ksilitola, eritritola i D-arabitola. Medutim, sinteza D-arabitola u kvasaca
konverzijom glukoze prolazi kroz kompliciraniji mehanizam. Identificirana su dva moguca puta

sinteze D-arabitola iz glukoze. U prvom metabolickom putu, glukoza se fosforilira do glukoza-6-



fosfata koji potom ulazi u PPP. Sintetizirana D-ribuloza-5-fosfat se potom defosforilira u D-ribulozu.
Konverzija spomenute D-ribuloze u D-arabitol provodi se pomocu NADP-ovisne arabitol
dehidrogenaze. Alternativni put ove sinteze dogada se konverzijom glukoza-6-fosfata u D-
ksilulozu-5-fosfat koja se potom pomocu ksiluloza kinaze defosforilira u D-ksilulozu. D-ksiluloza

se prevodi u D-arabitol pomoc¢u NAD-ovisne D-arabitol dehidrogenaze (Zhang i sur., 2014).

Sorbitol S D-Glukoza
Bty S0,
B,
iy
Sorbitol-6-fosfat Fruktoza Glukoza-6-fosfat
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Slika 3. Metaboli¢ki putevi sinteze D-arabitola iz razli¢itih supstrata (prema Ravikumar i sur.,
2022)

Neki mikroorganizmi poput Zygosaccharomyces rouxii imaju sposobnost konverzije ksiloze i
sorbitola. Konverzija ksiloze do D-arabitola moze se provesti redukcijom ksiloze u ksilitol i potom
u ksilulozu ili putem izravne konverzije ksiloze u ksilulozu pomocu enzima ksiluloza izomeraze.
Formirana ksiluloza se potom reducira u D-arabitol putem enzima arabitol dehidrogenaze.
Konverzija sorbitola u D-arabitol prati sliCan metaboli¢ki put kao i glukoza. Sorbitol se konvertira
putem sorbitol dehidrogenaze u fruktozu koja se potom fosforilira u fruktozu-6-fosfat nakon koje
slijedi konverzija u glukozu-6-fosfat. Glicerol je takoder jedan od supstrata koje odredeni kvasci
kao Sto su: Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Debaryomyces nepalensis i Debaryomyces
hansenii; mogu Koristiti za sintezu arabitola. Glicerol se prvotno transportira unutar stanice gdje
pomocu enzima glicerol kinaze dolazi do fosforilacije glicerola u glicerol-3-fosfat. Glicerol-3-fosfat
se nadalje putem glicerol-3-fosfat dehidrogenaze konvertira u gliceraldehid-3-fosfat, odnosno
dihidroksiaceton fosfat koji se zatim glukoneogenezom konvertiraju u glukoza-6-fosfat. Glukoza-

6-fosfat e se konvertirati u D-arabitol pomoc¢u PPP preko ribuloza-5-fosfata i ribuloze. Kvasci koji
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ne posjeduju glicerol kinazu koriste NAD-ovisnu glicerol dehidrogenazu i dihidroksiaceton kinazu

kako bi proveli konverziju glicerola u dihidroksiaceton fosfat (Ravikumar i sur., 2022).

2.3.2. Kvasac Debaryomyces hansenii

2.3.2.1. Ne-Saccharomyces kvasci

lako su kvasci roda Saccharomyces nasli Siroku biotehnoloSku primjenu u proizvodniji vina,
piva, fermentirane hrane i sl., zbog nedostatka otpornosti na ekstremne uvjete i mogucnosti rasta
u prisutnosti inhibitornih komponenti, paznju su privukli ne-Saccharomyces kvasci. Ta skupina
kvasaca moze koristiti brojne supstrate kao izvor ugljika te moZze rasti i nakupljati metabolite u
stresnim uvjetima kao 3to su visoke koncentracije soli, visoki osmotski tlak te u prisutnosti fenola
i slabih kiselina koje se smatraju inhibitornim tvarima (Mukherjee i sur., 2017). Ve¢inom su izolirani
iz pokvarene hrane i pi¢a, iz tog razloga se smatra da su razvili toleranciju na ekstremne uvjete te
razvili metaboliCke putove koji nisu karakteristiéni za Saccharomyces kvasce. Osim toga, imaju
visoke brzine rasta u fermentacijskim procesima te imaju sposobnost proizvodnje vrijednih enzima
i Secernih alkohola §to poveéava njihovu upotrebu u biotehnologiji (Kregiel i sur., 2017). Neki od
kvasaca koji spadaju u skupinu ne-Sacchariomyces kvasaca su kvasci rodova Candida,
Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Zygosaccharomyces i Schizosaccharomyces (Padilla i
sur., 2016).

2.3.2.2. Karakteristike kvasca Debaryomyces hansenii

D. hansenii je osmo-, halo- i kserotolerantan kvasac. Poznati je kontaminant razli€itih
prehrambenih proizvoda s niskom aktivnosti vode, kao i mikroorganizmi Pichia guilliermondi,
Yarrowia lipolytica i Candida parapsilosis. D. hansenii pronaden je i u vodama s visokom razinom
soli poput solana na Atlantskoj obali Namibije kao i u podrucjima niskih temperatura poput
Antarktike i arktickih ledenjaka. Ekstremofilne karakteristike postavile su ovaj mikroorganizam kao
interesantan model za prou€avanje tolerancije eukariotskih stanica na visoki tlak i visoke
koncentracije soli. Ispostavilo se da kalij i natrij igraju klju¢nu ulogu za rast kvasca D. hansenii u
uvjetima visoke koncentracije soli te je njegova halotolerantna priroda potvrdena ¢injenicom da
prisutnost natrija u mediju $titi stanice kvasca od oksidativnog stresa i dodatnog abiotiCkog stresa

poput ekstremnog pH i temperature (Navarrete i sur., 2021).

Genom kvasca D. hansenii u potpunosti je sekvenciran 2004. (Dujon i sur., 2004). lako je
od tada zabiljezeno vise od 6500 gena, molekularna karakterizacija ovog kvasca je daleko od

potpune. Vecina zabiljezenih gena povezana je s mehanizmima tolerancije na osmotski stres i
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visoke koncentracije soli. D. hansenii posjeduje jedan od najveéih kodiraju¢ih kapaciteta medu

kvascima (72,9 % genoma) sa 6906 detektiranih kodirajucih sekvenci (Prista i sur., 2016).

Osim mogucnosti rasta na podlogama s visokom koncentracijom natrijevog klorida i
glukoze, D. hansenii ima sposobnost asimilacije Sirokog spektra razli€itih izvora ugljika kao §to je
i moguce vidjeti iz tablice 1. Za razliku od ostalih kvasaca koriStenih u biotehnologiji poput kvasaca
Candida albicans, Pichia angusta i Pichia pastoris, D. hansenii koristi n-alkane i asimilira
melobiozu, rafinozu i topivi Skrob. Yarrowia lipolytica, jo$ jedan biotehnolo8ki znaajan kvasac,
ima sposobnost asimilacije n-alkana, ali ne raste u uvjetima visoke koncentracije soli i glukoze.
lako D. hansenii ima visoku toleranciju na kemijski stres, $to pruZza mogucnost njegovog uzgoja
na razli¢itim supstratima, pokazuje slab rast u odsustvu kisika. Fermentacija glukoze, galaktoze,
saharoze, maltoze i trehaloze je slaba, dok fermentacija laktoze nije zamije¢ena $to je i u skladu
sa slabim rastom D. hansenii u anaerobnim uvjetima. Optimalna temperatura za rast kvasca D.
hansenii iznosi 20 — 25 °C, ali je zamije¢en rast i pri temperaturama nizim od 0 °C. pH optimum
ovog kvasca nalazi se u rasponu od pH 4.0 — 6.0, medutim ovaj kvasac ima sposobnost rasta u
intervalu pH 3 — 10 (Breuer i Harms, 2006).

Tablica 2. Asimilacija i fermentacija razli€itih izvora ugljika za kvasac Debaryomyces hansenii
(prema Breuer i Harms, 2006)

Asimilacija
Glukoza + Trehaloza +
Galaktoza + Laktoza p
L-Sorboza p Metanol -
Saharoza + Etanol +/s
Maltoza + Glicerol +
Celobioza + Sukcinat +
Rafinoza + D-Manitol +
Melobioza v Topivi Skrob p
Fermentacija
Glukoza s/- Maltoza s/-
Galaktoza s/- Laktoza -
Saharoza s/- Trehaloza s/-

+, pozitivno; p, promjenjivo; s, slabo; -, negativno
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2.3.3. BiotehnoloSka primjena kvasca Debaryomyces hansenii

Kontradiktorni rezultati istrazivanja koja su bila provedena u razli€itim uvjetima, nedostatak
konsenzusa izmedu provedenih istraZivanja te neadekvatna oprema za prou¢avanje genoma
kvasca Debaryomyces hansenii bili su glavni razlozi usporene implementacije ovog
mikroorganizma u biotehnoloSke procese. U prethodnom desetlje¢u razvoj visoko opremljenih
laboratorijskih bioreaktora i preciznijih mjernih instrumenata doveo je do ponovnog interesa za
istraZivanjem kvasca Debaryomyces hansenii te njegovu primjenu u biotehnoloSke svrhe. Stoga
su u novije doba nadene neke nove primjene ovog kvasca u podrucjima biotehnologije i
prehrambene tehnologije koje su povezane s njegovim specifiénim karakteristikama (Navarrete i
sur., 2022).

U istrazivanju koje su proveli Medina-Cordova i sur. (2018) pokazalo se da je kvasac
Debaryomyces hansenii veoma efikasan u suzbijanju fungalne kontaminacije u prehrambenim
proizvodima. Suzbijanje kontaminacije ispitano je pomoéu nekoliko sojeva ovoga kvasca na
raznim prehrambenim proizvodima poput: vo¢a, mlije¢nih proizvoda, obradenog mesa i Zitarica.
Naime, ispostavilo se da ovaj kvasac ima nekolicinu mehanizama koji dovode do suzbijanja
kontaminacije poput sekrecije specifi€nih enzima; sinteza antimikrobnih tvari, formacija biofilma,
visoka adhezivna sposobnost za specificna mjesta vezanja. Proteaza, hitinaza i glukanaza
proizvedena pomocu ovog kvasca sudjeluje u degradaciji stani¢ne stijenke fitopatogenih plijesni
Penicilium italicum te takoder istovremeno stimulira proizvodnju fitoaleksina, antimikrobnih

molekula koje biljke sintetiziraju kako bi se zastitile od kontaminacije.

Jos jedna primjena ovog kvasca pokazala se u istrazivanju koje su proveli Angulo i sur.
(2020) u kojem je ispitivan probioti¢ki i nutritivni utjecaj kvasca Debaryomyces hansenii na
Zivotinjama. Dodatak ovog kvasca u mikrobiotu ispitivanih Zivotinja dokazao je postojanje niza
probiotiCkih svojstava koje D. hansenii pruza poput poboljSane proliferacije i diferencijacije
stanica, izmjene mikrobiote i poboljSanih imunostimulatornih ucinaka. Identificiran je niz
komponenti stani¢ne stijenke i poliamina koji se smatraju jednim od razloga navedenih probiotickih

svojstava.

Kvasac Debaryomces hansenii ima sposobnost konverzije glicerola u druge visoko
vrijedne poliole poput arabitola i ksilitola koji imaju Siroku primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji gdje sluze kao umjetna sladila koja predstavljaju zdraviju alternativu tradicionalnim
zasladivac€ima, ali i u drugim granama kao primjerice u dentalnoj medicini za sprjeCavanje karijesa.
Glicerol je nusprodukt nekolicine procesa kao $to su proizvodnja biodizela i etanola te se smatra

otpadom u oleokemijskoj industriji. Vrijednost glicerola na trZidtu je niska, njegovo odlaganje u

13



prirodne vode bi bilo ekoloski neprihvatljivo, a kemijska konverzija u visoko vrijedne proizvode
skupa. Stoga, razmatraju se odredeni mikroorganizmi koji bi mogli provoditi konverziju glicerola u
visoko vrijedne spojeve medu kojima se kao potencijalni kandidat za biotehnolo$ku sintezu pojavio
i kvasac Debaryomyces hansenii. Upotrebom mikroorganizama za konverziju glicerola provela bi

proizvodnje (Navarrete i sur., 2022).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam koristen je kvasac Debaryomyces hansenii JCM 1990 iz zbirke
mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju
piva i slada. Radna kultura ¢uvana je pri 4 °C na kompleksnoj YPD podlozi (engl. Yeast, Pepton,

Dextrose), u Petrijevim zdjelicama.

3.1.2. Kemikalije

Popis koridtenih kemikalija te njihova Cistoéa i podrijetlo prikazane su u tablici 1.

Tablica 3. Popis koristenih kemikalija

Naziv kemikalije Cistoca Podrijetlo
Glicerol 299 % Fisher Chemical, UK
Glukoza monohidrat 299 % Sigma-Aldrich, SAD
Agar Za upotrebu u biotehnologiji Biolife, Italija
KvaS&ev ekstrakt Za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Sladni ekstrakt Za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Tripton Za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Natrijev klorid Za upotrebu u biotehnologiji Merck, Njemacka
Sumporna kiselina Min. 96 %, p.a. Merck, Njemacka
Natrijev hidroksid 298 % Merck, Njemacka
Cinkov sulfat heptahidrat 299 % Merck, Njemacka
Antifoam 204 p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Demineralizirana voda p.a. -
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3.1.3. Hranjive podloge

Cista kultura kvasca D. hansenii JCM 1990 odrzavana je na &vrstoj YPD podlozi u

Petrijevim zdjelicama, a uzgoj inokuluma proveden je na tekucoj YPD podlozi. Sastavi ovih

hranjivih podloga prikazani su u tablici 4.

Sastav hranjivih podloga koristenih za ispitivanje sinteze arabitola iz glicerola prikazan je

u tablici 5.

Tablica 4. Sastav hranjive podloge za odrzavanje Ciste kulture i uzgoj inokuluma kvasca D.
hansenii JCM 1990

Komponenta podloge

Glukoza (g/L)
Tripton (g/L)

Kvascev ekstrakt (g/L)

Agar (g/L)

Cvrsta YPD podloga

20
20
10
20

Tekuéa YPD podloga
20
20
10

Tablica 5. Sastav hranijivih podloga koristenih za uzgoj kvasca D. hansenii JCM 1990

Podloga

P4
P>
Ps
P4
Ps
Pe
P7
Ps
Py
P1o
P11
P12
P13

pH

3,5
3,5
3,5
6
6
6
3,5
3,5
3,5
6
6
6
3,5

Glicerol

25
25
25
25
25
25
50
50
50
50
50
50
100

Koncentracija (g/L)

Natrijev Sladni Kvascev

klorid Vi ekstrakt ekstrakt
0 5 3 5
50 5 3 5
100 5 3 5
0 5 3 5
50 5 3 5
100 5 3 5
0 5 3 5
50 5 3 5
100 5 3 5
0 5 3 5
50 5 3 5
100 5 3 5
0 5 3 5
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Tablica 5. Sastav hranijivih podloga koristenih za uzgoj kvasca D. hansenii JCM 1990 — nastavak

P1a 3,5 100 50 5 3 5
P1s 3,5 100 100 5 3 5
P16 6 100 0 5 3 5
P17 6 100 50 5 3 5
P1s 6 100 100 5 3 5

3.2. APARATURA | PRIBOR

3.2.1. Bioreaktor s mijeSalom

Uzgoj je proveden u bioreaktoru s mijeSalom (B. Braun Biotech International, Berlin, Njemacka)
korisnog volumena 2 L koji je prikazan na slici 4. Sterilizacija bioreaktora provedena je u autoklavu
pri 121 °C u vremenu od 20 min. Bioreaktor je opremljen kisikovom i pH elektrodom te
pripadaju¢im sustavima za regulaciju aeracije i pH, temperaturnom sondom te sustavom za
prepumpavanje podloge i otopina kiseline i luZine te sustavom za inokulaciju i izuzimanje uzorka.

Grijanje i hladenje podloge provedeno je cirkuliranjem vode kroz plast.

Slika 4. Bioreaktor s mjeSalom (B. Braun Biotech International, Berlin, Njemacka) (vlastita
fotografija)

17



3.2.2. Sustav za tekucinsku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Za ispitivanje sastava uzoraka koristen je uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke
djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography - UPLC) 1290 Infinity Il, (Agilent
Technologies, SAD). Uredaj se sastoji od pumpe (G7104A), automatskog injektora (G7167B),
termostata (G7116B), analitiCke kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Rezex ROA-Organic Acid
H+; Phenomenex, SAD) s pretkolonom, detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID), modula za
kontrolu sustava i raunalnog programa za obradu podataka (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza
koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline, a njen protok je iznosio 0,6 mL/min. Volumen

uzorka za analizu je iznosio 10 L.

3.2.3. Spektrofotometar

Odredivanje opticke gustoée uzoraka izuzetih tijekom uzgoja provedeno je na
spektrofotometru Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, SAD). Opti¢ka gusto¢a odredivana je
pri valnoj duljini od A=600 nm u staklenim kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH,

Njemacka).

3.2.4. Ostala aparatura i pribor

» analiticka vaga (Acculab, SAD; Sartorius, Njemacka)

» autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

» centrifuga (ThermoFisher Scientific SL 8R, SAD; Witeg, Njemacka)

* hladnjak i zamrziva¢ (Gorenje, Slovenija)

» laboratorijska tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Sartorius Group, Njemacka)
« pH metar 744, Metrohm (Herisau, Svicarska)

+ susSionik (Instrumentaria ST-50, Hrvatska)

» tehnicka vaga (Tehtnica, Slovenija)

+ vortex mikser (LLG-Labware, Njemacka)

» oprema za filtraciju otopina [najlonski filter (0,20 ym, 47 mm; Sartorius Stedim Biotech GMBH,

Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD)
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3.3. METODE RADA

3.3.1. Priprema hranjive podloge

Cvrste hranjive podloge za odrzavanje Siste kulture i tekuée hranjive podloge za uzgoj inokuluma
pripremljene su na nacin da se u odredenom volumenu demineralizirane vode otope odvagane
koli¢ine sastojaka hranjive podloge kako bi kona¢na koncentracija sastojaka podloge odgovarala
onoj koja je prikazana u tablici 3 (poglavlje 3.1.3.). Podloge su potom sterilizirane u autoklavu pri
121 °C tijekom 20 min te su podloge namijenjene za odrzavanje Ciste kulture izlivene u Petrijeve

zdjelice u asepti¢nim uvjetima.

Podloge za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama pripremljene su otapanjem odvagane koli¢ine
sastojaka u odredenom volumenu demineralizirane vode. Sastav ovih podloga prikazan je u tablici
2 (poglavlje 3.1.3.). Krajnji volumen podloge u svakoj tikvici iznosio je 200 mL. Prije sterilizacije
pH u tikvicama je podeSen na vrijednosti prikazane u tablici 2 (poglavlje 3.1.3.) pomoéu 2 M

otopine sumporne kiseline, odnosno 2M otopine natrijevog hidroksida.

Podloge za uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom pripremljene su otapanjem 100 g/L glicerola, 5 g/L
triptona, 5 g/L kvasSCevog ekstrakta i 3 g/L sladnog ekstrakta u odredenom volumenu
demineralizirane vode u staklenoj boci. Krajnji volumen podloge za bioreaktor iznosio je 1 L.

Bioreaktor s podlogom je steriliziran u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 min.

3.3.2. Uzgoj kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990
3.3.2.1. Uzgoj inokuluma

Radna kultura kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 €uvana je na &vrstoj YPD podlozi u
Petrijevim zdjelicama te je redovno precijepljena na svjezu ¢vrstu podlogu u asepti€nim uvjetima
upotrebom jednokratne plasti€ne mikrobioloSke uSice. Nacijepljene ploCe termostatirane su na 28

°C i Guvane u hladnjaku na 4 °C.

Za pripremu inokuluma za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama te za uzgoj u bioreaktoru, radna
kultura kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 precijepljena je s Cvrste podloge u Petrijevoj
zdjelici na prethodno steriliziranu teku¢u YPD podlogu u epruveti s vatenim ¢epom (V=10 mL)
pomocu jednokratne plasti€ne mikrobioloSke uSice u aseptiCnim uvjetima. Sadrzaj epruvete je
potom vorteksiran i termostatiran na 28 °C tijekom 24 sata nakon Cega je sadrzaj epruvete
vorteksiran i u asepticnim uvjetima prenesen u Erlenmeyerovu tikvicu s 150 mL tekuce YPD
hranjive podloge. Pripremljeni inokulum je stavljen na tresilicu pri temperaturi od 28 °C tijekom 24

sata.
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3.3.2.2. Uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama

U Erlenmeyerove tikvice (V=500 mL) dodano je 200 mL hranjive podloge pripremljene
kako je navedeno u tablici 2 (poglavlje 3.1.3.). Tikvice s hranjivom podlogom su potom sterilizirane
u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 min. Nakon sterilizacije, tikvice su inokulirane s 10 % (vol/vol)
inokuluma (poglavlje 3.3.2.1.) te stavljene na tresilicu pri temperaturi od 28 °C. Uzgoj se provodio
kroz 96 sati s izuzimanjem uzoraka u unaprijed odredenim vremenskim razmacima. Uzorkovanje
je provedeno pomoéu mehanicke pipete, izuzimanjem 10 mL uzorka u plasti¢ne kivete. U izuzetim
uzorcima odredivana je: koncentracija biomase kvasca gravimetrijskom metodom (poglavlje
3.4.1.), optika gustoca pri 600 nm (poglavije 3.4.2.) te sastav supstrata i produkata UPLC

analizom (poglavlje 3.4.3.).

3.3.2.3. Uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom

U prethodno sterilizirani bioreaktor s mijeSalom dodano je 1 L podloge Cija je priprema
opisana u poglavlju 3.3.1. Podloga je zatim inokulirana s 10 % (vol/vol) inokuluma uzgojenog kako
je opisano u poglavlju 3.3.2.1. Uzgoj se provodio u aerobnim uvjetima s protokom zraka od 1 L/h
uz brzinu okretaja mijeSala od 400 okretaja/min. Uzgoj je proveden pri pH 6, odnosno pri pH 3,5
nakon prvih 24 sata uzgoja. PodeSavanje pH provedeno je s 2 M otopinom sumporne kiseline i 2
M otopinom natrijevog hidroksida. Temperatura bioreaktora odrZzavana je na 28 °C. Uzorci za
analizu izuzimani su u predodredenim vremenskim intervalima tokom uzgoja. U izuzetim uzorcima
odredivana je: opti¢ka gustoca pri 600 nm (poglavlje 3.4.2.) te sastav supstrata i produkata UPLC

analizom (poglavlje 3.4.3.).
3.4. METODE ANALIZE

3.4.1. Odredivanje koncentracije biomase kvasca

Izuzeti uzorak prenesen je u plasti¢nu kivetu te zatim centrifugiran pri 5000 okretaja/min
10 minuta (centrifuga ThermoFisher Scientific SL 8R, SAD). Dobiveni supernatant je izdvojen, a
talog je stavljen na susenje pri 50 °C do konstantne mase. Nakon toga kivete su ohladene te im

je izvagana masa. Koncentracije biomase kvasca, yx(g/L) odredena je prema ovisnosti:

m

Vo= [g/L] 1

pri cemu je:

m4 — masa kivete s biomasom [g]
mo— masa prazne kivete [g]

Vy; — volumen izuzetog uzorka [L]
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3.4.2. Odredivanje opticke gustoce

Opticka gustoca uzoraka odredivana je pomocéu UV/Vis spektrofotometra Cary 100 UV-Vis
(Agillent Technologies, USA) pri valnoj duljini od 600 nm (ODsoo) u kivetama od optickog stakla

debljine 10 mm.

3.4.3. Priprema i analiza uzoraka pomocu tekuéinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (poglavlje 3.4.1.) koriSten je u pripremi uzoraka
za UPLC analizu. U 750 uL supernatanta uzorka dodano je 750 pL otopine cinkovog sulfata
heptahidrata koncentracije 100 g/L. Otopina je potom vorteksirana te ostavljena na sobnoj
temperaturi 10 minuta. Otopine su potom centrifugirane 10 minuta pri 10 000 okretaja/min.
Centrifugiranjem je doSlo do talozenja proteina i necisto¢a. Uzorci su potom filtrirani kroz
mikrobioloski filter veli¢ine pora 0,20 ym. Uzorci pripremljeni na ovaj nacin koristeni su za UPLC

analizu.

UPLC analizom u uzorcima su odredivane koncentracije supstrata (glukoza, glicerol) te
koncentracija produkta (arabitol). Kromatogrami dobiveni analizom obradeni su pomodu
racunalnog programa openLAB CDS, a koncentracije detektiranih spojeva odredene su prema

jednadzZbama bazdarnih dijagrama prikazanih u prilogu 1.

3.5. PARAMETRI USPJESNOSTI

Za izraCunavanje parametara uspjesnosti biotehnoloskog procesa proizvodnje arabitola pomocu

kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 koriStene su sljedec¢e jednadzbe:

o koeficijent konverzije supstrata u biomasu (Yxs):

AX  x-xq

V= o= = 19/9] [2]

i

pri Eemu je:
Xo, So — po€etna koncentracija biomase i supstrata [g/L]
X, S — konacna koncentracija biomase i supstrata [g/L]

Yx — prinos biomase [g/L]
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¢ koeficijent konverzije supstrata u produkt (Ygss)

AP _ P-P,

Vo= 5= =35 L9/g] [3]

pri Eemu je:

Po, So — pocetna koncentracija produkta i supstrata [g/L]
P, S — konac¢na koncentracija produkta i supstrata [g/L]
Ye — prinos produkta [g/L]

o koeficijent konverzije biomase u produkt

AP _P-Py _Yp
MK XK, Ty lg/9]

L
X

pri ¢emu je:
U — specifiCna brzina rasta biomase [1/h]

Yrix— koeficijent konverzije biomase u produkt [g/g]

e produktivnost procesa (Pr)

pr=Y2_1r [g/Lh] [5]

ty ty
pri cemu je:
Yx — prinos biomase [g/L]
Yp — prinos produkta [g/L]

tu — ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj razli¢itih pH vrijednosti kao i razli¢itih koncentracija
natrijevog klorida u podlozi na rast te proizvodnju arabitola kvasca Debaryomyces hanseni JCM
1990. Uzgoj je proveden u Erlenmeyerovim tikvicama te u bioreaktoru s mijeSalom (B. Braun

Biotech International, Berlin, Njemacka).

Vrijeme uzgoja iznosilo je 120 sati za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama, a 96 sati za uzgoj u
bioreaktoru s mijeSalom. Odabrana vremena temelje se na podacima istrazivanja kojeg su provel
Mardawati i sur. (2019) u kojem tvrde da eksponencijalna faza rasta kvasca Debaryomyces
hansenii traje priblizno 72 sata nakon kojih kvasac ulazi u stacionarnu fazu rasta koja traje
priblizno 122 sata. Prema Koganti i sur. (2011) optimalna temperatura za proizvodnju arabitola

pomocu ovog mikroorganizma iznosila je 28 °C te su stoga svi uzgoji provedeni na toj temperaturi.

Kao supstrat koriSten je glicerol u koncentracijama od 25, 50, 100 g/L. Navedene koncentracije
glicerola odabrane su na temelju istraZivanja koje su proveli Koganti i Ju (2013). Podloge su
pripremljene na nacin kako je opisano u poglavlju 3.1.3. Tijekom uzgoja praéena je koncentracija
porasle biomase kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 mjerenjem opticke gustoce na valnoj
duljini A=600 nm pomocu spektrofotometra (Cary 100, UV-VIS, Agilent Technologies, SAD) i
odvagom mase suhe tvari. Koncentracije supstrata i produkta tijekom uzgoja pra¢ene su UPLC
metodom. Provedenim istraZivanjem odredeni su najpogodniji omjeri koncentracije glicerola,

natrijevog klorida i pH vrijednosti za proizvodnju arabitola pomocu ovog kvasca.

Rezultati istrazivanja proizvodnje arabitola iz glicerola pomocu kvasca Debaryomyces

hansenii JCM 1990 prikazani su u poglavljima:

1. Utjecaj dodanog NaCl na rast i proizvodnju arabitola tijekom uzgoja kvasca
Debaryomyces hansenii JCM 1990 u podlogama s 25 g/L glicerola i razli€itim pH
vrijednostima (poglavlje 4.1.)

2. Utjecaj dodanog NaCl na rast i proizvodnju arabitola tijekom uzgoja kvasca
Debaryomyces hansenii JCM 1990 u podlogama s 50 g/L glicerola i razli€itim pH
vrijednostima (poglavlje 4.2.)

3. Utjecaj dodanog NaCl na rast i proizvodnju arabitola tijekom uzgoja kvasca
Debaryomyces hansenii JCM 1990 u podlogama s 100 g/L glicerola i razli¢itim pH
vrijednostima (poglavlje 4.3.)

4. Uzgoj kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 u bioreaktoru s mijeSalom
(poglavlje 4.4.)
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4.1. UTJECAJ DODANOG NaCl NA RAST | PROIZVODNJU ARABITOLA TIJEKOM
UZGOJA KVASCA Debaryomyces hansenii JCM 1990 U PODLOGAMA S 25 g/L
GLICEROLA | RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990
u Erlenmeyerovim tikvicama s 25 g/L glicerola pri razli¢itim uvjetima pH i koncentracije natrijevog
klorida. Uzgoj se provodio na 28 °C na tresilici pri 120 okretaja/min tijekom 120 h. Ovisnost
koncentracije supstrata, produkata i biomase o vremenu uzgoja prikazani su na slikama 5i 6, a

rezultati analize parametara uspjesnosti prikazani su u tablici 6.

Usporedbom rezultata prikazanih na slici 5 moguce je vidjeti da je najveéi prinos biomase
pri pH 3,5 imao uzgoj proveden bez dodatka natrijevog klorida koji je prikazan na slici 5A te je
iznosio 4,659 g/L. Povecanjem koncentracije natrijevog klorida u podlozi dolazi do smanjenja
prinosa biomase (slika 5B i 5C) te je shodno s time najnizi prinos biomase zabiljezen u podlozi sa
100 g/L NaCl koji je iznosio 3,982 g/L. Rezultati su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Koganti
i sur. (2011) gdje se pokazalo da poviSene koncentracije natrijevog klorida (50 i 100 g/L) imaju
negativan utjecaj na rast biomase, ali tek na koncentraciji od 150 g/L NaCl dolazi do znacajne
inhibicije rasta biomase ovog kvasca. Prema istom istrazivanju, primijeéeno je da prisutnost ¢ak
50 g/L NaCl znacajno smanjuje prinose arabitola. Isto se moze primijetiti na slici 5, gdje je najvecdi
prinos arabitola postignut u uvjetima bez dodanog natrijevog klorida (slika 5A) koiji je iznosio 1,526
g/L. U podlogama s 50 i 100 g/L NaCl prinos arabitola iznosio je 1,081 i 0,94 g/L, §to je otprilike

2/3 vrijednosti za podlogu bez njegovog dodatka.

Sliéno tome, rezultati uzgoja pri pH 6 prikazani na slici 6, najveci prinos biomase i arabitola
postignut je u podlozi bez dodatka NaCl, a vrijednosti se smanjuju povecanjem njegove
koncentracije. NajviSi prinos biomase iznosio je 4,577 g/L, odnosno prinos arabitola 4,091 g/L.
Usporedbom slika 5 i 6, moguce je primijetiti da su, iako slicni, prinosi biomasa nesto veci za
podloge u kojima je pH 3,5 od onih u kojima je pH 6. Ovi rezultati nisu bili u skladu s istrazivanjem
koje su proveli Koganti i Ju (2013) gdje su koncentracije biomase nakon provedenog uzgoja bile
znatno viSe za uzgoje pri pH 6 nego pri nizim pH vrijednostima. Ovakvi rezultati bili bi u skladu s
time posto se pH 4,0 — 6,0 smatra optimalnim pH za uzgoj ovog mikroorganizma. Medutim, u
spomenutom istrazivanju uzgoj je proveden u bioreaktoru s mijeSalom s automatskim sustavom
za doziranje pH te je stoga odrZavanje pH na jednakoj razini bilo mogucée. Za razliku od toga,
tijekom uzgoja u Erlenmeyerovim tikvicama je moglo doc¢i do zaluzenja podloge zbog aktivnosti
kvasca Debaryomyces hansenii koje bi podlogu s pH vrijednosti 6 stavilo izvan spomenutog

optimuma. Ova tvrdnja je potkrijepljena time da uzgoji provedeni na pH 6 pokazuju znatno vedi
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prirast biomase u prvih 8 sati uzgoja nego uzorci s pH vrijednosti 3,5 jer se pH podloga jo$ uvijek
nije stigao znatno izmijeniti. Tvrdnju je moguce dodatno potkrijepiti usporedbom s rezultatima
dobivenim u istrazivanju koje su proveli Al-Qaysi i sur. (2017) gdje je uzgoj ovog kvasca proveden
u Erlenmeyerovim tikvicama te rezultati pokazuju jednake trendove rasta pri razli¢itim pH i vecée

krajnje vrijednosti koncentracije biomase za niZze pH nego za viSe vrijednosti.

Kao $to je zaluZenje podloge moglo imati utjecaj na prinose biomase, jednako tako je
moglo imati utjecaj i na proizvodnju arabitola. Kvasac Debaryomyces hansenii arabitol proizvodi
u stresnim uvjetima, a zaluZzenjem podloge koja je inicijalno imala pH 6, kvasce bi se dovelo u
takve uvjete. Suprotno tome, zaluzenjem podloge koja inicijalno ima pH vrijednost 3,5, ona ¢e biti
bliza optimalnim uvjetima za uzgoj biomase ovog mikroorganizma, odnosno stanice viSe nece biti
u stresnim uvjetima. Time je moguce objasniti zna¢ajno vece prinose arabitola u uzgojima pri pH
6 nego u onima pri pH 3,5. Niske koncentracije glukoze detektirane UPLC analizom vidljive na
slikama 5 i 6 potekle su iz dodanog inokuluma i potrodene za vrijeme prilagodbe kvasca na novu

podlogu.

Analizom parametara uspjesnosti prikazanih u tablici 6 moze se primijetiti da su koeficijenti
konverzije supstrata u biomasu (Yxss) viSi za uzgoje pri pH 3,5 $to je sukladno s rezultatima vecih
prinosa biomase za spomenuti pH. Najveéu vrijednost koeficijenta konverzije supstrata u produkt
(Yrss) imao je uzgoj pri pH 6 bez dodatka natrijevog klorida te je iznosio 0,241 g/g. Ovaj rezultat
znacajno odstupa od ostatka uzgoja pri koncentraciji glicerola 25 g/L po koli€ini proizvedenog
arabitola te stoga ima i najvecu produktivnost koja je iznosila 0,034 g/Lh.

Tablica 6. Parametri uspjeSnosti uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 s 25 g/L
glicerola pri razli€itim koncentracijama dodanog natrijevog klorida i pH vrijednostima

pH Ynac Yx AS Yp Yxis Yris Ypix Pr
[g/L] [g/L] [o/L] [o/L] [9/g] [9/d] [a9/g] [g/Lh]
3,5 0 4,659 11,625 1,526 0,401 0,131 0,328 0,013
3,5 50 4,442 11,007 1,081 0,404 0,098 0,243 0,009
3,5 100 3,982 10,463 0,94 0,381 0,089 0,235 0,008
6 0 4577 17,009 4,091 0,269 0,241 0,894 0,034
6 50 4,365 16,141 1,464 0,270 0,091 0,335 0,012
6 100 3,943 12,143 0,477 0,325 0,039 0,121 0,004
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4.2. UTJECAJ DODANOG NaCl NA RAST | PROIZVODNJU ARABITOLA TIJEKOM
UZGOJA KVASCA Debaryomyces hansenii JCM 1990 U PODLOGAMA SA 50 g/L
GLICEROLA | RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990
u Erlenmeyerovim tikvicama s 50 g/L glicerola pri razli¢itim uvjetima pH i koncentracije natrijevog
klorida. Uzgoj se provodio na 28 °C na tresilici pri 120 okretaja/min tijekom 120 h. Ovisnost
koncentracije supstrata, produkata i biomase o vremenu uzgoja prikazani su na slikama 7 i 8, a

rezultati analize parametara uspjesnosti procesa prikazani su u tablici 7.

Prema rezultatima prikazanih na slikama 7 i 8 vidljivo je kako prinosi biomase i prinosi
proizvedenog arabitola prate trend koji je opisan u prethodnom poglavlju, odnosno s poveanjem
koncentracije natrijevog klorida njihove vrijednosti opadaju. Najveci prinosi biomase iznosili su
10,395 g/L pri pH 3,5 bez dodanog natrijevog klorida (slika 7A) ; odnosno 9,729 g/L pri uzgoju na
pH 6 takoder bez dodatka natrijevog klorida (slika 8A). Prema istrazivanju koje su proveli Koganti
i sur. (2011) pri jednakoj koncentraciiji glicerola i pH 6,6 prinos biomase iznosio je priblizno 14 g/L.
Visi prinosi biomase u spomenutom istrazivanju u odnosu na dobivene rezultate mogu biti
posljedica razliCite pH vrijednosti, kao i razlike u supstratu, obzirom da su za uzgoj koristili sirovi
glicerol (88 % glicerola), dok je u svrhu ovog rada koristen Cisti (99 %) glicerol. Niske koncentracije
glukoze detektirane UPLC analizom vidljive na slikama 7 i 8 potekle su iz dodanog inokuluma i

potroSene za vrijeme prilagodbe kvasca na novu podlogu.

Najvedi prinosi arabitola postignuti su u podlogama bez dodanog natrijevog klorida i iznosili
su 2,642 g/L pri pH 3,5 (slika 7A) te 4,235 pri pH 6 (slika 8A). Rezultati su u skladu s istrazivanjem
Koganti i sur. (2011) gdje je postignuti prinos arabitola u podlozi s 50 g/L glicerola i pH 6,6 iznosio
4,5 g/L. Takoder, na slici 7C, gdje su prikazani rezultati uzgoja pri pH 3,5 i koncentraciji natrijevog

klorida 100 g/L, koli€ina proizvedenog arabitola bila je zanemariva.
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Tablica 7. Parametri uspjednosti uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 s 50 g/L
glicerola pri razli¢itim koncentracijama dodanog natrijevog klorida i pH vrijednostima

pH YNac Yx AS Yp Yxis Yeis Yeix Pr
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L] [o/d] [o/d] [a/g] [g/Lh]
3,5 0 10,395 28,044 2,642 0,371 0,094 0,254 0,022
35 50 6,766 26,646 1,721 0,254 0,065 0,254 0,014
35 100 6,731 22,567 - 0,298 - - -
6 0 9,729 38,865 4,235 0,251 0,109 0,435 0,035
6 50 7,195 30,376 2,006 0,237 0,066 0,279 0,017
6 100 6,757 29,248 1,721 0,231 0,059 0,255 0,014

Prema parametrima uspjesnosti uzgoja prikazanih u tablici 7 vidljivo je da su koeficijenti konverzije
supstrata u biomasu (Yxss) priblizno jednaki izuzev vrijednosti izraCunate za uzorak pri pH 3,5 bez
dodatka natrijevog klorida koja iznosi 0,371 g/g. Najvedi koeficijent konverzije supstrata u produkt
iznosio je 0,109 g/g te je postignut tijekom uzgoja na pH 6 bez dodanog natrijevog klorida. Stoga

spomenuti uzorak ima i najvecu produktivnost koja iznosi 0,035 g/Lh.
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4.3. UTJECAJ DODANOG NaCl NA RAST | PROIZVODNJU ARABITOLA TIJEKOM
UZGOJA KVASCA Debaryomyces hansenii JCM 1990 U PODLOGAMA SA 100 g/L
GLICEROLA | RAZLICITIM pH VRIJEDNOSTIMA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990
u Erlenmeyerovim tikvicama sa 100 g/L glicerola pri razliitim uvjetima pH i koncentracije
natrijevog klorida. Uzgoj se provodio na 28 °C na ftresilici pri 120 okretaja/min tijekom 120 h.
Ovisnost koncentracije supstrata, produkata i biomase o vremenu uzgoja prikazani su na slikama

9110, a rezultati analize parametara uspjeSnosti procesa prikazani u tablici 8.

Prema rezultatima prikazanim na slikama 9 i 10 moguce je primijetiti kako prirast biomase
pri koncentraciji glicerola 100 g/L slijedi jednaki trend kao i pri ostalim koncentracijama glicerola
opisanim u prijasnjim poglavljima, odnosno opada s porastom koncentracije natrijevog klorida te
ima vece vrijednosti pri pH 3,5 nego pri pH 6 za jednake koncentracije dodanog NaCl. Najveci
prinosi biomase iznosili su 24,654 g/L za pH 3,5 (slika 9A) te 22,734 g/L za pH 6 (slika 10A).
Rezultati su u skladu s literaturom; prema istrazivanju koje su proveli Loman i Ju (2015), prinos
biomase pri uzgoju na 100 g/L glicerola i pH 3,5 iznosio je 22 g/L. Takoder, prema istraZivanju
Filippousi i sur. (2022) pri uzgoju na 85 g/L glicerola i pH 6 prinos biomase iznosio je 17,5 g/L.
Koganti i sur. (2011) ispitivali su utjecaj razliCitih koncentracija NaCl na uzgoj kvasca
Debaryomyces hansenii pri 100 g/L glicerola te su vrijednosti prinosa biomase priblizno jednake i

pri 50 i pri 100 g/L NaCl, a iznosile su priblizno 17 g/L.

Tijekom uzgoja pri koncentraciji glicerola 100 g/L, arabitol je sintetiziran samo u uzorcima
u kojima nije bilo dodatka natrijevog klorida. Vrijednosti prinosa arabitola iznosile su 3,172 g/L za
pH 3,5 te 3,591 g/L za pH 6. Dobivene vrijednosti nisu u skladu s literaturom, gdje je prinos
arabitola iznosio 48 g/L pri pH 3,5 (Loman i Ju, 2015); 31 g/L pri pH 6 i 85 g/L glicerola (Filippousi
i sur., 2022). Zanemarive koli€ine sintetiziranog arabitola u uzgojima s dodatkom natrijevog klorida
u skladu su s rezultatima koje su dobili Koganti i sur. (2011), gdje je dodatkom natrijevog klorida
prinos arabitola bio manji od 2 g/L u odnosu na prinos arabitola od 12 g/L bez dodatka NaCl. Do
ovolikog odstupanja prinosa arabitola u odnosu na ostala istrazivanja pri koncentraciji glicerola
100 g/L moglo je doci zbog upotrebe &istog glicerola umjesto sirovog glicerola ili zbog upotrebe

glicerola i natrijevog klorida. Niske koncentracije glukoze detektirane UPLC analizom vidljive na
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slikama 9 i 10 potekle su iz dodanog inokuluma i potroSene za vrijeme prilagodbe kvasca na novu
podlogu.

Tablica 8. Parametri uspjeSnosti uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 sa 100 g/L
glicerola pri razli¢itim koncentracijama dodanog natrijevog klorida i pH vrijednostima

pH YNacl Yx AS Yp Yxis Yeis Yeix Pr
[g/L] [g/L] [g/L] [g/L] [o/d] lo/d] lo/d] [g/Lh]

35 0 24,654 39,083 3,172 0,631 0,081 0,129 0,026

35 50 18,608 30,455 - 0,611 - - -

3,5 100 17,36 25,361 - 0,685 - - -

6 0 22,734 46,244 3,591 0,492 0,078 0,158 0,03

50 19,327 37,096 - 0,521 - - -
100 18,107 32,116 - 0,564 - - -

U tablici 8 prikazani su parametri uspje$nosti uzgoja prema kojima je moguce vidjeti da su
koeficijenti konverzije supstrata u biomasu za sve uzgoje pri istim pH vrijednostima bili priblizno
sli¢ni s najvecom vrijednosti za uzgoj pri pH 6 i koncentraciju natrijevog klorida 100 g/L koja je
iznosila 0,685 g/g. Koeficijenti konverzije supstrata u produkt su za vrijednosti gdje koli€ina

detektiranog arabitola nije zanemariva bile priblizno jednake.
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Slika 9. Koncentracije supstrata, produkta i biomase kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 tijekom uzgoja pri 100 g/L glicerola;
pH vrijednosti 3,5 te A) 0 g/L B) 50 g/L C) 100 g/L natrijevog klorida
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Slika 10. Koncentracije supstrata, produkta i biomase kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 tijekom uzgoja pri 100 g/L glicerola;
pH vrijednosti 6 te A) 0 g/L B) 50 g/L C) 100 g/L natrijevog klorida
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4.4. UZGOJ KVASCA Debaryomyces hansenii JCM 1990 U BIOREAKTORU S
MIJESALOM

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990
u bioreaktoru s mijeSalom (B. Braun Biotech International, Berlin, Njemacka). Uzgoj je proveden
tijekom 96 sati pri temperaturi od 28 °C i broju okretaja mijeSala koji je iznosio 400 okretaja/min.
Uzgoj je proveden u aerobnim uvjetima s protokom zraka od 1 L/h. Podloge su sadrzavale 100
g/L glicerola, a natrijev klorid nije bio dodan u podlogu. Ispitivana koncentracija glicerola odabrana
je na temelju istrazivanja koje su proveli Loman i Ju (2015) te Filippousi i sur. (2022) u kojima je
najvedi prinos arabitola prilikom uzgoja bio na podlogama sa 100 g/L glicerola. Provedena su dva
uzgoja s pocetnom vrijednosti pH 6. Tijekom prvog uzgoja, pH vrijednost je ostala nepromijenjena
(slika 11A); dok je u drugom uzgoju nakon 24 sata uzgoja na pH 6, pH vrijednost promijenjena je
na 3,5 (slika11B). Ovisnost koncentracije supstrata, produkata i biomase o vremenu uzgoja

prikazani su na slici 11, a rezultati analize parametara uspjesnosti procesa prikazani u tablici 9.

Usporedbom porasta biomasa uzgoja prikazanih na slici 11 vidljivo je da uzgoj koji je kroz
cijelo svoje trajanje imao vrijednost pH 6 (slika 11A) ima vece prinose biomase kvasca od uzgoja
kod kojeg je pH vrijednost podesSena na 3,5 nakon 24 sata uzgoja. Ove vrijednosti prinosa biomase
u skladu su s podacima uzgoja kojeg su proveli Koganti i Ju (2013) u bioreaktoru s mijeSalom pri
110 g/L glicerola i pH 3,5; a prinos biomase je iznosio 22 g/L u usporedbi s prinosom biomase
22,745 dobivenim u ovom radu. Takoder, dobivenim rezultatima moguce je dodatno potkrijepiti
spomenutu tvrdnju o zaluzenju podloge zbog aktivnosti ovog kvasca koja je objasnjena u poglavlju
4.1. U slucaju kada je pH vrijednost moguce odrzavati na konstantnoj vrijednosti zbog
automatskog doziranja kiseline ili luZine u podlogu, prinosi biomase vecéi su u uvjetima gdje je pH
6, nego pri nizim vrijednostima. Na slici 11B moguce je vidjeti da nakon podeSavanja pH vrijednosti
na 3,5 porast biomase se smanjuje u odnosu na uzgoj proveden pri konstantnoj vrijednosti pH 6
(slika 11A). Niske koncentracije glukoze detektirane UPLC analizom vidljive na slici 11 potekle su
iz dodanog inokuluma i potrodene za vrijeme prilagodbe kvasca na novu podlogu.

lako su o€ekivane vrijednosti prinosa arabitola u usporedbi s istrazivanjem koje su proveli
Kogantii Ju (2013) iznosile 35 — 40 g/L, prilikom uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom pri koncentraciji
glicerola 100 g/L nije doS8lo do sinteze arabitola. Razlozi tolikog odstupanja od navedene literature
mogli bi biti razlika u sadrzaju podloge, razlika u uvjetima aeracije i mijeSanja te s obzirom da je
uzgajan razliCit soj kvasca Debaryomyces hansenii, moguce je da su bili potrebni drugaciji uvjeti

uzgoja u svrhu proizvodnje arabitola.
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Prema tablici 9, moguce je vidjeti da iako uzgoj pri pH 3,5 ima maniji prinos biomase nego
uzgoj pri pH 6, ima vecdi koeficijent konverzije supstrata u biomasu. Moguéi razlog ovome je to da
su stanice kvasca uzgajane na pH 6 bile u povoljnijim uvjetima nego stanice uzgajane na pH 3,5,
Sto je rezultiralo u veéem broju zdravijih stanica koje su koristile viSe supstrata za odrzavanje
svojih Zivotnih funkcija §to se moze vidjeti i iz prikazanih vrijednosti potroSnje supstrata (AS).

Tablica 9. Parametri uspjednosti uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 u
bioreaktoru s mijeSalom pri A) pH 6 0-96 h uzgoja i B) pH 6 0 — 24 h uzgoja; pH 3,524 - 96 h

uzgoja
Uzgoj Yx AS Yp Yxis Yeis Yrix Pr
[g/L] [g/L] [g/L] [9/0] [9/d] [9/0] [g/Lh]
A 26,036 50,15 - 0,519 - - -
B 22,745 34,091 - 0,667 - - -
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Slika 11. Koncentracije supstrata, produkta i biomase kvasca Debaryomyces hansenii JCM
1990 tijekom uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom pri A) pH 6 0-96 h uzgoja i B) pH 6 0-24 h
uzgoja; pH 3,5 24-96 h uzgoja
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5. ZAKLJUCCI

1.

Uzgojem kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 pri razli¢itim koncentracijama
glicerola, natrijevog klorida i razli€itim pH vrijednostima te provedenim analizama utvrdeno
je kako ovaj kvasac ima sposobnost sinteze arabitola iz glicerola kao supstrata.

U podlogama s 25 g/L glicerola najveci postignuti prinos biomase iznosio je 4,659 g/L, a
postignut je u podlozi s pH vrijednosti 3,5 i bez dodanog natrijevog klorida. Najveéi prinos
arabitola postignut je u podlozi s pH vrijednosti 6 bez dodanog natrijevog klorida te je
iznosio 4,091 g/L.

U podlogama s 50 g/L glicerola najveci prinos biomase zabiljeZen je pri pH 3,5 bez dodatka
natrijevog klorida u podlogu te je iznosio 10,395 g/L. Najveci prinos arabitola iznosio je
4,235 g/L te je zabiljezen pri pH 6 bez dodatka natrijevog klorida. U uzgoju sa 100 g/L
natrijevog klorida nije doslo do proizvodnje arabitola.

U podlogama s 100 g/L glicerola najveci postignuti prinos biomase iznosio je 24,654 g/L u
podlozi s pH 3,5 bez dodanog glicerola, a najveci prinos arabitola iznosio je 3,591 g/L u
podlozi s pH vrijednoS¢éu 6 bez dodatka natrijevog klorida. U uzgojima s 50 i 100 g/L
natrijevog klorida pri obje pH vrijednosti nije doslo do sinteze arabitola.

Prilikom oba dva uzgoja u bioreaktoru s mijeSalom pri drugacijim uvjetima pH nije doslo do
sinteze arabitola, razlog ovome su mogucée razlike izmedu sojeva kvasca Debaryomyces
hansenii kao i neadekvatni uvjeti procesa za proizvodnju arabitola pomocu ovoga kvasca
Usporedbom rezultata uzgoja kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990 pri razli€itim
uvjetima, moguce je primijetiti kako povecanje koncentracije glicerola i natrijevog klorida
ima negativan utjecaj na proizvodnju arabitola. Pri svim koncentracijama glicerola,
proizvodnja arabitola je bila ve¢a u uzgojima pri pH 6 nego pri pH 3,5, moguci razlog za
ovo je zaluzenje podloge zbog aktivnosti kvasca Debaryomyces hansenii JCM 1990.

Na temelju provedene UPLC analize te usporedbe parametara uspjeSnosti procesa za sve
provedene uzgoje, moguce je vidjeti da je najveéi prinos arabitola imala podloga s
koncentracijom glicerola 50 g/L, koncentracijom natrijevog klorida 0 g/L te pH vrijednosti
6. Prinos arabitola za ove uvjete iznosio je 4,235 g/L te je shodno s time produktivnost

ovog procesa iznosila 0,035 g/Lh.
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7. PRILOZI

7.1. Jednadzbe bazdarnih pravaca spojeva detektiranih pomocu tekucéinske

kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Tablica 10. Retencijska vremena i bazdarni pravci (UPLC)

Retencijsko vrijeme

Spoj Jednadzba R?
t- (min)
Arabitol 6,7 A=148049Yzrabito-6460,5 0,9965
Glicerol 9,5 A=167859giicero-15137 0,9991

Glukoza 4,815 A=140472yqukoza-604,84 0,9999
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