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Uvod

1. UvOD

Povec¢an interes za mikrobnom proizvodnjom biokemikalija i biogoriva rezultat je
ograniCenih rezerva nafte, klimatskih promjena, politickih nestabilnosti i ubrzanog rasta
svjetske populacije koji dovodi do povecane potraznje za hranom, gorivom i energijom.
Upravo mikrobna proizvodnja biokemikalija i biogoriva iz razlicitih lignoceluloznih sirovina,
poput biomase iz komunalnog otpada, poljoprivrednog otpada, biljnih ostataka i industrijskog
otpada, predstavlja prihvatljiviju alternativu proizvodima dobivenim iz (Lobs i sur., 2017,
Wu i sur.,, 2017; Johnson i Echavarri-Erasum 2011). Za proizvodnju biogoriva i
biokemikalija iz lignoceluloznih sirovina nuzna je njihova predobrada, koja se najceSce
provodi primjenom kiselina ili luzina. Zbog toga je uz upotrebljive Secere prisutan i veliki
broj inhibitora dobivenih iz biomase, uz to, biogoriva i biokemikalije su ¢esto sami toksic¢ni
za radne sojeve (Chen i Dou, 2016).

Ne-Saccharomyces kvasci predstavljaju veliki, ali slabo iskoriSten izvor
bioraznolikosti. Mnogi ne-Saccharomyces kvasci pokazuju svojstva bitna za industrijsku
primjenu, poput rasta na kompleksnim supstratima, vecu otpornost prema stresnim uvjetima
pri kojima se provodi proces kao i prema prisutnim inhibitorima (Mukherjee i sur. 2017;
Radecka i sur., 2015). Upravo zbog navedenih razloga neke vrste ne-Saccharomyces kvasaca
imaju potencijal za primjenu u proizvodnji bioetanola druge generacije i biokemikalija. Osim
primjene ne-Saccharomyces kvasaca u proizvodnji bioetanola, vazno je ispitati njihov
potencijal za proizvodnju mlije¢ne kiseline. Porast proizvodnje mlije¢ne kiselina posljedica je
njene primjene u industriji proizvodnje biorazgradljive plastike - polimera mlije¢ne kiseline
(eng. Poly lactic acid; PLA; Wang i sur., 2015).

Cilj ovog rada bio je:
e Odrediti rast i1 aktivnosti odabranih ne-Saccharomyces kvasaca na razliCitim
ugljikohidratima prisutnim u lignoceluloznim sirovinama,
e Odrediti inhibitorni utjecaj mlijecne kiseline na rast odabranih ne-Saccharomyces
kvasaca s ciljem selekcije kvasca s najve¢om rezistencijom prema mlije¢noj Kiselini,
e Provesti uzgoj odabrane vrste ne-Saccharomyces kvasca u veéem mjerilu u hranjivim
podlogama s i bez mlije¢ne kiseline, odrediti glavne bioprocesne parametre i odrediti

inhibitorni u¢inak mlijecne kiseline.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Primjena kvasca u biotehnologiji za proizvodnju biokemikalija i biogoriva

Kvasci su jedna od najbolje proucenih skupina mikroorganizma u prirodi. Opisano je
viSe od tisu¢u razli¢itih vrsta, od kojih su mnoge kroz tisu¢e godina povezane s ljudskom

aktivno$c¢u (Radecka i sur., 2015).

U biotehnologiji kvasci, njihovi enzimi i metaboliti, primjenjuju se u velikom broju
procesa. Njihova primjena ukljucuje proizvodnju fermentirane hrane, pi¢a, goriva, kemikalija
i farmaceutskih proizvoda. Tradicionalno su se primjenjivali u procesima fermentacije. Dobro
je poznata i iskoriStena primjena kvasca Saccharomyces cerevisiae za proizvodnju etanola,

uglavnom u proizvodnji alkoholnih pic¢a (Cadete i sur., 2014).

Razvojem proizvodnje rekombinantnih proteina, metabolickog inzenjerstva i bioloske
sinteze te rastom potraznje za proizvodima koje kvasci mogu sintetizirati, dolazi do razvoja
mno$tva novih podrucja primjena kvasaca. Tri su glavna podru¢ja primjene kvasca u
modernoj biotehnologiji: proizvodnja metabolita, proizvodnja rekombinantnih proteina i in
vivo biotransformacije (Mattanovich i sur., 2014). Na Slici 1. navedena su razli¢ita podrucja

primjene kvasaca u biotehnologiji.

TRADICIONALNA PRIMJENA
BIOTEHNOLOGIJA U ; T
o - EVASACA ZA FERMENTACIIU y 74
ZASTITI OKOLIEA SASTOJCI HRANE I KRMIVA
. L . Piva, vino, sake, soja umak, driga Enzimi, arome, pigmenti,
eremed.t_]acgm faz;gradn]a fermentirana hrana aminokiseline, organske kiseline
zagadivata
ISTRAZIVANJA UPODRUCTU -
BIOMEDICINE BIOKATALIZATORI
) -—— EEIIEN e e Farmaceutski proirvodi, intermedijeri
Otkrivanje lijekova, otpomost na BIOTEHNOLOGIJI . o .
.. . . laralnih kemikalija. biotransformacije
ljekove, metabolizam lijekova,
proutavanje mehanizma bolesti \‘
BIOKONTROLA OSNOVNA BIOLOSKA FROIZVODNJA )
Zaitita usjeva, sigumost ISTRAZIVANTA HETEROLOGNIH PROTEINA
hrane i kemiva, probiotici Molelulama i staniéna biologija, Enzimi, hormoni cjepiva, toksini

genomika, metabolicko inZzenjerstvo

Slika 1. Razli¢ita podru¢ja primjene kvasaca u biotehnologiji (Johnson i sur., 2011).



Teorijski dio

2.2. Primjena lignoceluloznih sirovina za proizvodnju biokemikalija i biogoriva

Sve vedi interes za proizvodnjom ekoloski prihvatljivih i odrzivih izvora energije
javlja se zbog ograniCenih rezervi nafte, klimatskih promjena, politickih nestabilnosti i
ubrzanog rasta svjetske populacije koje dovode do poveéane potraznje za hranom, gorivom i

energijom (Johnson i sur., 2011).

Mikrobna proizvodnja biokemikalija i biogoriva iz razli¢itih lignoceluloznih sirovina
poput biomase iz komunalnog otpada, poljoprivrednog otpada, biljnih ostataka i industrijskog
otpada predstavlja prihvatljiviju alternativu proizvodima dobivenim iz nafte (Lobs i sur.,
2017; Wu i sur., 2017). Americko Ministarstvo energetike (eng. US Department of Energy,
DOE) objavilo je listu kemikalija od znacajnije vaznosti koje se mogu proizvest iz biomase, a
koja ukljucuje etanol, arabitol, sukcinsku kiselinu, mlije¢nu kiselinu i levulinsku kiselinu

(Wu i sur., 2017).

Lignocelulozne sirovine obnovljive su sirovine i relativno lako dostupne u veéim
koli¢inama, no jedan su od supstrata kojeg mikroorganizmi mogu najteze iskoristiti (Chen i

Dou, 2016).

Lignoceluloza je heterogeni polimer s tri glavne komponente: celulozom,
hemicelulozom i ligninom. Mikroorganizmi mogu Koristiti monosaharide kao izvore ugljika i
energije, ali ne mogu koristiti njihove polimerne oblike, celulozu ili hemicelulozu (Chen i
Dou, 2016).

Primjena lignoceluloznih sirovina za proizvodnju biokemikalija i biogoriva zahtjeva
njihovu predobradu. Predobrada lignoceluloznih sirovina provodi se razli¢itim postupcima,
no najcesce se primjenjuju kiseline ili luzine. Takvom predobradom oslobada se veliki broj
inhibitora, poput slabih kiselina, furfurala i fenolnih spojeva. Takoder, biokemikalije i
biogoriva mogu biti toksi¢ni za radne sojeve mikroorganizama (Mukherjee i sur., 2017; Chen
i Dou, 2016). Pozeljna svojstva radnih sojeva koji se primjenjuju u takvim procesima su
sposobnost koriStenja Sto veceg broja ugljikohidrata prisutnih u lignoceluloznim sirovinama,
uz minimalnu obradu sirovina, visok prinos Zeljenog proizvoda te otpornost prema

inhibitorima i nepovoljnim uvjetima industrijskog procesa (Chen i Dou, 2016).

Sve veéa paznja usmjerava se prema bioetanolu kao vrijednoj alternativi benzinu jer

bioetanol predstavlja obnovljiv i odrziv izvor energije koji je ucinkovit i siguran za okoli§
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(Ferreira i sur., 2011). U proizvodnji bioetanola naj¢eS¢e se primjenjuje kvasac
Saccharomyces cerevisiae. Ovaj kvasac moze rasti na jednostavnim Sec¢erima poput glukoze
ili disaharida saharoze, no ne moze rasti na pentozama zbog Cega nije pogodan za

proizvodnju bioetanola iz lignoceluloznih sirovina (Wu i sur., 2017; Ferreira i sur., 2011).

Mnogo je resursa ulozeno u proizvodnju etanola iz lignoceluloznih sirovina. No, da bi
takav proces postao kompetitivan procesu proizvodnje etanola iz kukuruznog skroba ili
SeCerne trske, nuzno je postavljanje procesa koji je ucinkovit, jeftin i u kojem dolazi do
konverzije SeCera iz celuloze i hemiceluloze u etanol. Konverzija SecCera prisutnih u
hemicelulozi predstavlja poseban izazov jer sadrzi viSe razliitih Secera, a to su L-arabinoza,
D-galaktoza, D-glukoza, D-manoza i D-ksiloza. Upravo je =zato nuzno pronaci
mikroorganizme koji ¢e navedene ugljikohidrate konvertirati do etanola (Ferreira i sur.,
2011).

Primjena kvasaca postaje sve vaznija u procesu proizvodnje bioetanola druge
generacije, zbog Cega se javlja potreba za kvascima s visokom otporno$éu prema stresnim
uvjetima prisutnim u ovom procesu. Neka od pozeljna svojstva, osim fermentacije pentoza
prisutnih u hemicelulozi (Ferreira i sur., 2011), su osmotolerantnost, otpornost na visoke
temperature, visoke udjele etanola, otpornost na inhibitore prisutne u lignoceluloznom
hidrolizatu, poput slabih kiselina, furfurala i fenolnih spojeva (Mukherjee i sur., 2017). Na
Slici 2. shematski je prikaz postupka industrijske proizvodnje bioetanola i biokemikalija uz

navedene potencijalne inhibitore procesa.

Takoder, postoji veliki broj kvasaca koji mogu uz etanol proizvesti, ve¢ i neke vrlo
trazene kemikalije, poput 2,3-butandiola, octene Kkiseline, arabitola, limunske Kkiseline,
glicerola, mlije¢ne kiseline, pirogrozdane kiseline, jantarne kiseline, etil acetata i jabuc¢ne
kiseline. Dakle, razne vrste kvasaca proizvode razliite metabolite te stoga imaju veliki
potencijal u proizvodnji razlicitih bio-proizvoda fermentacijom razli¢itih supstrata (Wu i sur.,
2017).
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SIROVINE
1. Generacije o
— . Enzimi Kwvasac
45-55°C 30-35°C
PREDOBRADA:
- fizikalna ( \ { , Destilacija
- kemijska i ) BIOETANOL
) - fizikalno-kemijska Enzimska .. jr—
Kukuruz, pSenica, 3ecerna _ biolotka ! hidroliza Fermentacija Izdvajanje BIOKEMIKALLIE
trska, Secerna repa, sirak. .. proizvoda
N
2. Generacije . /H INHIBICIISKI UCINAK
. _— PROIZVODA:
or--sems = —— . - etanol
INHIBITORI: METABOLICKI STRES: - organske kiseline
- slabe kiseline - redoks neravnoteza
_ furfural - nakupljanje protona
- fenolni spojevi - toksicni metaboliti
OKOLISNI STRES:
Miskantus, topola, vrba, - visoka temperafura

- visoka osmolarnost

bagasa ...

Slika 2. Shematski prikaz postupaka industrijske proizvodnje bioetanola i biokemikalija iz
sirovina 1. i 2. generacije primjenom kvasca uz navedene potencijalne inhibitore procesa.
(Deparis i sur., 2017).

2.3. Ne-Saccharomyces kvasci i njihova primjena

Saccharomyces cerevisiae je jedna od najbolje poznatih vrsta kvasca s industrijskom
primjenom. Proizvodnju bioetanola druge generacije karakteriziraju stresni uvjeti koji
inhibiraju stani¢ni metabolizam $to dovodi do smanjenja prinosa etanola i brzine
fermentacije. S druge strane, odredene vrste ne-Saccharomyces kvasaca pokazuju vecu

otpornost prema navedenim stresnim uvjetima (Radecka i sur., 2015).

Ne-Saccharomyces kvasci predstavljaju veliki, ali slabo iskoriSten izvor
bioraznolikosti. Mnogi ne-Saccharomyces sojevi pokazuju svojstva bitna za industrijsku
primjenu. Jedna od prednosti takvih kvasaca moze biti to §to su bolje prilagodeni stresnim
uvjetima prisutnim u procesu proizvodnje bioetanola druge generacije (Mukherjee i sur.,
2017), poput sposobnosti koristenja kompleksnih supstrata, veliku toleranciju prema stresnim

uvjetima procesa i otpornost prema inhibitorima fermentacije (Radecka i sur., 2015).
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U nepovoljnim uvjetima razvili su specificne mehanizme prezivljavanja. Njihove
evolucija tekla je neovisno o kvascu S. cerevisiae zbog Cega se pretpostavlja da vecina ne-
Saccharomyces kvasaca ima nove i jedinstvene mehanizme koje S. cerevisiae ne posjeduje.
Vecina ne-Saccharomyces kvasaca u literaturi je opisana kao kvasci kvarenja jer su najéesce
izolirani iz kontaminirane hrane i pi¢a, no, napretkom tehnologije sekvencioniranja i
molekularnog inZenjerstva otvara se mogucnost otkrivanja molekularne osnove zbog koje ovi
kvasci imaju superiornu otpornost prema tzv. nepovoljnim uvjetima (Radecka i sur., 2015).
Do sada je opisano nekoliko tisu¢a vrsta ne-Saccharomyces kvasaca uz pretpostavku da
veliki broj joS nije otkriven. Geografski gledano, veéina poznatih sojeva kvasca potjeCe iz
podru¢ja zapadne Europe, Japana i Sjeverne Amerike, $to jo$ uvijek ostavlja mnoga prirodna
staniSta ovih vrsta u svijetu neistrazena. Nekoliko ne-Saccharomyces vrsta kvasaca pokazalo
je znacajnu otpornost na stresne uvjete koja nije prisutna kod nijednog divljeg ili
industrijskog Saccharomyces soja. Stresni uvijeti kojima su stanice kvasca izloZene u
razli¢itim industrijskim procesima mogu biti visoke pocetne koncentracije Secera, visoke
temperature, te prisutnost inhibitora poput octene Kkiseline i derivata furana. Veliku
osmotolerantnost pokazao je kvasac Zygosaccharomyces rouxii, koji moze rasti na
koncentracijama Secera do 90 % (w/v). Kvasac Kluyveromyces marxianus znacajan je soj
zbog svoje velike termotolerantnosti. Zabiljezeno je da raste na temperaturama od 47, 49 i 52
°C, te je proizvodio etanol na temperaturama iznad 40 °C. Ogataea polymorpha je jos jedna
vrsta kvasca koja moze rasti na temperaturama visim od 50 °C. Zygosaccharomyces bailii
vrsta je kvasca poznata po visokoj otpornosti na octenu kiselinu. MozZe rasti pri koncentraciji
octene kiseline od 24 g L™, dok S. cerevisiae moze rasti pri koncentraciji octene kiseline do 9
g L™ (Radecka i sur., 2015).

Glavni razlozi istrazivanja raznolikosti ne-Saccharomyces sojeva kvasaca Su
otkrivanje molekularnih mehanizama odgovornih za otpornost na stresne uvjete i prijenos tih
svojstva u industrijske sojeve kvasca S. cerevisiae. Ali i otkrivanje novih multitolerantnih
sojeva koji mogu proizvoditi etanol zbog ¢ega mogu imati potencijalnu primjenu u industriji
(Mukherjee i sur., 2017).
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Tablica 1. Uzgoj razli¢itih ne-Saccharomyces kvasaca i proizvodnja etanola ili biokemikalija na jednostavnim ugljikohidratima i hidrolizatima
lignoceluloznih sirovina.

. . . Nacin 1 uvjeti . Y p Yois Pr
Mikroorganizam Sirovina/ supstrat S Proizvod (LY W (gLthY Referenca
Uzgoj u
Scheffersomyces Hid_rolizat hemiceluloze t?kvicgma, Scordia i sur
stipitis CBS6054 divovske trske (lat. mJe_ﬁanJe 150 Etanol 8,20 0,33 0,17 2012 N
Arundo donax L.) o/min, 30 °C,
pH=6,0
Hidrolizat bagase Bioreaktor s
Pachysolen . Secerne trske mjeSalom Cheng i sur.
tannophilus DWO06 (ksiloza 44,_9, glukoza (V:_1L), 150 Etanol 21 0,35 0,59 2007 '
16,1, arabinoza 4,6, o/min, 30 °C,
celobioza 1,4 gL™) pH=5
Sarzni uzgoj u Etanol: Etanol:
Pachysolen D-ksiloza reaktqru §V—2L), Etanol i 0.39 0.06 kg/kg h Sanchez i sur..
tannophilus ATTC @25gL7%) mjeSanje 500 ksilitol - 2003
32691 o/min, 10-40 °C, Ksilitol: Ksilitol:
pH=4,5 0.14 0.0057 kg/kgh
Pachysolen S _Uzgol u .
tannophilus MTTC H|droI|zal;[I!<ukuruzn0g t'|kVV|c'ama Ksilitol i 0,80 i Ramesh i sur.,
1077 ipa mjeSanje 2?0 2013
o/min, 30 °C
Scheffersomyces Hidrolizat bagase 5&?{;?;?:;%; Antunes i sur
shehatae Secerne trske (16,4 g L™ sloiem. 30 °C Etanol 5,56 0,34 0,18 2018 o
UFMG-HM 52.2 glukoze i ksiloze) JpH,S 5
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Tablica 1. Uzgoj razli¢itih ne-Saccharomyces kvasaca i proizvodnja etanola ili biokemikalija na jednostavnim ugljikohidratima i hidrolizatima

lignoceluloznih sirovina (nastavak).

Mikroorganizam

Sirovina/ supstrat

Nacin 1 uvjeti
uzgoja

Pr

(gL h?

Referenca

Scheffersomyces
shehatae 20BM-3

Scheffersomyces
shehatae UFMG-
HM 52.2

Kluyveromyces
marxianus MTCC
1288

Kluyveromyces
marxianus |IPE453

L-arabinoza
175 gL*

Hidrolizat bagase

Secerne trske
(30 g L™ ksiloze)

Sirova sirutka
(35 g L™ laktoze)

Hidrolizat bagase

Secerne trske
(30 g L™ ksiloze)

* v p masena koncentracija produkta,

*Ypss- koeficijent konverzije supstrata u produkt,

*Pr — produktivnost

Uzgoj u tikvicama,
mjeSanje 150
o/min, 32 °C,

pH=4

Uzgoj u tikvicama
sa stanicama

imobiliziranim u
kalcijevom
alginatu, mjeSanje
150 o/min, 30°C

Uzgoj u tikvicama,

anaerobni mjesac,

500 o/min,34 °C,

pH=4.5
Sarzni uzgoj,
aeracija, mjeSanje

200 o/min, 45 °C,

pH= 4.5,

0,064

0,12

0,095

0,193

Kordowska-Wiater
i sur., 2017

Antunes i sur.,
2016

Zafar i Owais,
2006

Dasgupta i sur.,
2017
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2.4. Utjecaj slabih organskih kiselina na rast i aktivnost kvasca

Mikroorganizmi su prilagodeni optimalno funkcionirati u njihovom normalnom
fizioloskom okruzenju. Bilo kakva ekstremna promjena okolisnih uvjeta u odnosu na
optimalne izazvat ¢e stres organizmu. Raspon promjene odredit ¢e hoce li mikroorganizam
odumrijeti, prestati rasti ili imati produljeno vrijeme lag faze i smanjenu brzinu rasta (Beales i
sur., 2004).

Slabe organske Kkiseline su prirodni spojevi koji se komercijalno koriste kao
konzervansi u industriji hrane i pica. Postoji niz teorija koje objas$njavaju antimikrobna

svojstva tih slabih kiselina, ali to¢an mehanizam jos uvijek nije poznat (Ullah i sur., 2012).

Proucavan je utjecaj slabih organskih kiselina na rast kvasca Saccharomyces
cerevisiae. Pokazalo se da slabe organske kiseline poput octene i mlijeéne inhibiraju rast
kvasaca. Inhibicijski u¢inak ovisi o pH vrijednosti podloge, konstanti disocijacije kiseline
(pKa) i molarnoj koncentraciji kiseline. Inhibicijski ucinak izraZeniji je pri nizim pH
vrijednostima (Narendranath i sur., 2001). Slabe kiseline mogu biti nabijene ili nenabijene
ovisno jesu li u protoniranom ili disociranom obliku §to ovisi o njihovoj pKa vrijednosti 1 pH
vrijednosti okoline (Hirshfield i sur., 2003). Pri nizem pH okoline poveéan je udio
nedisociranih molekula. Nedisocirane kiseline pasivnom difuzijom ulaze u stanice u kojima
onda disociraju, pri viSoj intracelularnoj pH vrijednosti. Oslobadaju se nabijeni anioni i
protoni koji uzrokuju smanjenje pH citoplazme. Kod mlijecne kiseline oslobada se velika
koncentracija aniona koja bi mogla utjecati na sveukupni metabolizam kvasca. Oslobodeni
protoni izbacuju se iz stanice u zamjenu za katione ili se neutraliziraju djelovanjem puferskog

kapaciteta citoplazme (Narendranath i sur., 2001).

Pretpostavlja se da slabe kiseline inhibiraju rast kvasca jer uzrokuju: disrupciju
membrane; pad intracelularne pH vrijednosti zbog disocijacije kiselina, koja onda inhibira
osnovne metaboliCke reakcije ili direktno inhibira klju¢ne stani¢ne enzime, poput inhibicije
enzima glikolize i NADH dehidrogenaze (Radecka i sur., 2015); stresno djelovanja
intracelularnog pH na homeostazu; i akumulaciju toksi¢nih aniona (Narendranath i sur.,
2001).

Takoder, pretpostavlja se da slabe kiseline kod kvasca induciraju energetski zahtjevne

reakcije kojima se nastoji odrzati homeostaza, $to smanjuje koli¢inu energije (ATP-a)
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dostupnog za rast i ostale metaboli¢ke funkcije (Narendranath i sur., 2001). Posljedi¢no, niski
intracelularni pH inhibira rast kvasca, produzuje lag fazu i smanjuje proizvodnju etanola
(Radecka i sur., 2015).

Otpornost na slabe kiseline klju¢na je osobina industrijskih sojeva kvasaca koji se
primjenjuju za proizvodnju bioetanola druge generacije. Prilikom kiselinske predobrade
lignoceluloznih sirovina, slaba kiselina koja se oslobada u najve¢im koli¢inama je octena
kiselina. Stoga je za industrijsku proizvodnju bioetanola nuZan razvoj robusnih sojeva

otpornih na slabe kiseline (Radecka i sur., 2015).

Postoje kvasci koji mogu rasti pri takvim nepovoljnim uvjetima, primjer je kvasac
Zygosaccharomyces bailii. Osim $to se moze prilagoditi visokim temperaturama i viskom
koncentracijama Secera, moze rasti pri pH vrijednosti od 2 jedinice, pokazuje vecu otpornost
na octenu Kiselinu u odnosu na kvasac S. cerevisiae. Visoka otpornost kvasca Z. bailii na
octenu kiselinu povezana je s razli¢itim mehanizmima, jedan od kojih je moguénost
simultane potroSnje octene kiseline i glukoze. Takoder, pretpostavlja se da Z. bailii u
prisutnost octene kiseline ima moguénost odrZzavanja odgovarajuceg intracelularnog pH i ima
sposobnost prerasporediti lipidni sastav. Zbog navedenih svojstva Z. bailii je predlozena kao
pogodan domacin za proizvodnju heterolognih proteina i organskih kiselina (Radecka i sur.,
2015).

2.5. Mlije¢na Kkiselina

2.5.1. Primjena mlije¢ne Kiseline

Mlijecna kiselina (2-hidroksipropanska kiselina, CH3-CH (OH) -COOH) prirodna je
organska kiselina sa Sirokom primjenom (Abdel-Rahman i sur., 2011). Vazna je i svestrana
kemikalija koja se koristiti kao sredstvo za zakiseljavanje, pojaciva¢ okusa i konzervans u
prehrambenoj, farmaceutskoj, koznoj i tekstilnoj industriji, za proizvodnju baznih kemikalija

i u mnogim drugim kemijskim industrijama (Wang i sur., 2015; Okano i sur., 2010).

U kozmetickoj industriji, mlije¢na kiselina se zbog hidratantnog, antimikrobnog 1i
pomladujuceg uéinka na kozu primjenjuje za proizvodnju higijenskih i estetskih proizvoda.

Derivati mlije¢ne kiseline poput estera laktata imaju Siroku primjenu zbog svojih

10
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higroskopnih svojstva i sposobnosti stvaranja emulzija. U farmaceutskoj industriji
primjenjuju se kao dodatak u sintezi dermatoloskih lijekova i lijekova protiv osteoporoze.
Otprilike 70 % proizvedene mlije¢ne kiseline primjenjuje se u prehrambenoj industriji zbog

svoje uloge u proizvodnji jogurta i sireva (Castillo Martinez i sur., 2013).

Takoder, proizvodnja mlije¢ne kiseline privla¢i sve vecu paznju jer se moze
primijeniti kao sirovina za proizvodnju polimera mlije¢ne kiseline (PLA) (Wang i sur., 2015),
polimera s obecavaju¢om primjenom kao biorazgradiva, biokompatibilna 1 ekoloski

prihvatljiva alternativa polimerima iz petrokemijske industrije (Abdel-Rahman i sur., 2011).

Mlijec¢na kiselina u prirodi pojavljuje se kao dva opti¢ka izomera, D-(-) i L-(+)
mlije¢na kiselina (Slika 3.). U prehrambenoj i farmaceutskoj industriji koristi se L-(+)
mlije¢na kiselina jer se u takvom obliku moze asimilirati i razgraditi u ljudskom tijelu (Wang
i sur., 2015).

I
I\i
Q
I

o

Hs

L(+) izomer D(-) izomer

Slika 3. Strukture D-(-) i L-(+) izomera mlijecne kiseline (Anonymus 1.).

2.5.2. Proizvodnja mlijecne kiseline

Mlije€na kiselina mozZe se proizvoditi kemijskom sintezom ili biotehnoloski
mikrobnom fermentacijom (Wang i sur., 2015). Kemijska sinteze iz petrokemijskih sirovina
uvijek rezultira recemi¢nom smjesom D i L- mlije¢ne kiseline, $to je glavni nedostatak ovog
procesa (Abdel-Rahman i sur., 2011). S druge strane, biotehnoloSkom proizvodnjom
mikrobnom fermentacijom moze se dobiti opticki Cista D ili L- mlije¢na kiselina (Wang i sur.,

2015).

11
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Glavne prednosti proizvodnje mlije¢ne kiseline mikrobnom fermentacijom su
mogucnost upotrebe obnovljivih sirovina i dostupnost Sirokog raspona jeftinih sirovina,
niske temperature procesa, mali energetski zahtjevi i proizvodnja mlije¢ne kiseline visoke
opticke Cistoce, ovisno o odabranom radnom mikroorganizmu (Juturu i Wu, 2016; Abdel-
Rahman i sur., 2011). Trenutno, oko 90 % mlije¢ne kiseline proizvodi se mikrobnom

fermentacijom (Wang i sur., 2015).

2.5.3. Mikroorganizmi primijenjeni u biotehnoloskoj proizvodnji mlije¢ne kiseline

Mlije¢nu kiselinu mogu proizvoditi razne mikrobne vrste ukljucujucéi bakterije,
plijesni, kvasce, mikroalge i cijanobakterije. Izbor mikroorganizma vrlo je bitan jer svaki od
navedenih donosi odredenu prednost poput Sireg raspona supstrata koji se mogu Kkoristiti,
povecanog prinosa i produktivnosti, smanjenih nutritivnih zahtjeva ili povecane opticke
¢istoce mlijecne kiseline (Juturu i Wu, 2016; Abdel-Rahman i sur., 2013) kao i otpornosti na
visoke koncentracije mlijene kiseline §to omogucuje vodenje procesa proizvodnje mlijecne
kiseline bez regulacije pH vrijednosti podloge. Vodenje procesa proizvodnje mlije¢ne
kiseline bez regulacije pH vrijednosti pridonosi manjem utroSku sredstva za regulaciju pH
vrijednosti podloge, jednostvnijim postupcima izdvajanja 1 prociS¢avanja konacnog
proizvoda 1 u konacnici smanjenju trosSkova cjelokupnog procesa proizvodnje mlijecne

kiseline (\Valli i sur., 2006).

Bakterije koje proizvode mlije¢nu kiselinu ukljucuju divlje tipove 1 geneticki
modificirane sojeve. Mogu se podijeliti u 4 skupine, a to su: bakterije mlijecne kiseline
(BMK), Bacillus sojevi, Escherichia coli i Corynebacterium glutamicum (Abdel-Rahman i
sur., 2013). Mlije¢nu kiselinu proizvode i filamentozne plijesni, poput Rhizopus sp., R.
oryzae (Juturu i Wu, 2016). Divlji kvasci ne posjeduju metabolicki put za proizvodnju
mlijecne kiseline (Juturu i Wu, 2016). No, razli¢iti rodovi kvasca, zbog moguénosti rasta pri
niskim pH vrijednostima i u prisutnosti poviSenih koncentracija slabih organskih kiselina,
podvrgnuti su genetickom modifikacijama u svrhu proizvodnje sojeva producenata mlije¢ne
kiseline, a neki od primijenjenih rodova kvasaca su: Saccharomyces, Zygosacchromyces,
Candida, Pichia i Kluyveromyces (Abdel-Rahman i sur., 2013).

12



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Eksperimentalni dio

U ovom radu, kao radni mikroorganizmi, koristeni su kvasci navedeni u Tablici 2. iz

zbirka mikroorganizama: Japan Collection of Microorganisms (JCM, Japan), Centraalbureau

voor Schimmelcultures, Filamentous fungi and Yeast Collection (CBS, Nizozemska), NBRC

Culture Collection (NBRC, Japan), ZIM Collection of Industrial Microorganisms (ZIM,

Slovenija) i Department of Microbiology, Faculty of Science, Kasetsart University (DMKU,

Tajland).

Tablica 2. Popis radnih mikroorganizama, uz navedeno mjesto izolacije svakog soja.

Mikroorganizam Izoliran iz: Referenca
o Li¢inka insekta,
Scheffersomyces stipitis JCM 10742 Anonymus 2
Francuska

Scheffersomyces lignosum JCM 9837 Trulo drvo, Cile Anonymus 3
Trulo borovo drvo,

Scheffersomyces shehatae JCM 9840 o Anonymus 4
Kalifornija, SAD

Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 Tlo, Japan Anonymus 5

Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 Tlo, Tajland Anonymus 6

Kluyveromyces marxianus CBS 712 Nije poznato Anonymus 7

_ Ekstrakt kestena Castanea

Pachysolen tannophilus JCM 31685 Anonymus 8

vesca, Francuska
Schwaniomyces polymorphus ZIM 2980 Tlo, Slovenija -

13
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3.1.2. Kemikalije

Popis, Cistoca i1 podrijetlo kemikalija koriStenih u ovom radu za pripremu hranjivih

podloga i otopina naveden je u Tablici 3.

Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo kemikalija za pripremu hranjivih podloga i otopina.

Kemikalija

Cistoca

Proizvodag

Kvascev ekstrakt
Pepton
YPD broth
Agar
D-(+)-Celobioza
D-(+)-Ksiloza
L-(+)-Arabinoza
D-(+)-Manoza
D-(+)-Galaktoza
glukoza monohidrat
cinkov sulfat 7-hidrat
DL-Mljjecna kiselina
Sumporna kislina

Orto-fosforna kiselina

3.1.3. Hranjive podloge

Ciste kulture kvasca odrzavane su na &vrstim hranjivim podlogama u Petrijevim

zdjelicama. Hranjive podloge za odrzavanje kultura sadrzavale su 50 g L™ YPD podloge i 20

za upotrebu u biotehnologiji
za upotrebu u biotehnologiji
za upotrebu u biotehnologiji
za upotrebu u biotehnologiji
>98 %
99+ %
99 %
99+ %
99+ %
99+ %
p.a.
85 %
za UPLC, 96 %
za HPLC, 85-90 %

Liofilchem, Italija
Fisher BioReagents, SAD
Fisher BioReagents, SAD

Liofilchem, Italija

Molekula, UK
Acros Organics, SAD
Acros Organics, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Acros Organics, Kina
Sigma-Aldrich, SAD
Gram-Mol, Hrvatska
Sigma-Aldrich,SAD

Merk, Njemacka

Sigma-Aldrich,SAD

g L™ agra. YPD podloga sastoji se od kvascevog ekstrakta, peptona i glukoze u omjeru 1:2:2.

Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma bila je YPD podloga standardnog sastava.
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Hranjive podloge koje su se koristile za odredivanje rasta i aktivnosti kvasaca na
razli¢itim ugljikohidratima sadrzavale su 10 g Lt kvascevog ekstrakta, 20 ¢ L peptona i 20
g L odgovarajuéeg ugljikohidrata. Ugljikohidrati koje smo koristili bili su celobioza,
ksiloza, arabinoza, manoza, glukoza, galaktoza. Pripravljena je i hranjiva podloga bez
glavnog izvora ugljika, a sastojala se od 10 g L™ kvastevog ekstrakta, 20 g L™ peptona.

Hranjive podloge koje su se koristile za odredivanje inhibitornog utjecaja mlije¢ne
kiseline na rast i aktivnost kvasaca bila je standardna YPD agar podloga s dodatkom mlijecne
kiseline u koncentracijama od 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50,60 70 g L™

Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 provodili smo u standardnoj

YPD podlozi i YPD podlozi u koju je dodana mlije¢na kiselina u koncentraciji od 60 g L™.

3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti Shimadzu CLASS-VP
LC10AVP (Shimadzu, Kyoto, Japan) sastoji se od pumpe (LC-10ADyp), otplinjaca (DGU-
14A), automatskog uzorkivaca i injektora (SIL-10 ADyp), uredaja za grijanje kolone (CTO-
10Avp), ionsko-izmjenjivacke analiticke kolone (SupelcogelwI C-610H:; 30 cm x 7,8 mm ID,

9 um) s predkolonom (Supelcogel™

H; 5 cmx 4,6 mm ID, 9 um), detektora indeksa loma
(RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-19Ayp) i raCunalnog programa za
kromatografiju (CLASS-VP v6.10). Kao mobilna faza koristena je 0,1 % otopina fosforne

kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 20 pL, a protok mobilne faze 0,5 mL min™.

3.1.4.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za tekuc¢insku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti, (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity Il, Santa Clara, SAD), sastoji se od pumpe (G7104A 1290
Flexible Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i peénice, analiticke kolone (Rezex
ROA-Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im

predkolonama, detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za
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kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza koristena je 0,0025 M otopina sumporne
kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10 pL, a protok mobilne faze (0,0025 M
H,S04) 0,6 mL min™.

3.1.4.3. Ostala aparatura

- tehnicka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- analiti¢ka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija);

- mikser EV-100, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- suSionik Instrumetaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska);

- magnetna mjeSalica Cimarec iTM Poly15 (Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD)

- oprema za filtraciju otopina [najlonski filter (0,20 um, 47 mm; Sartorius Stedim Biotech

GMBH, Goettingen, Njemacka) pomocu boce za filtriranje (Nalgene, Rochester, SAD)

- UV/Vis spektrofotometar Cary 100 UV-Vis (Agillent Technologies, Santa Clara, SAD)
- termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

- centrifuga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

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

-tresilica Certomat RM B.Braun Biotech International, Njemacka
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3.2. Metode rada

3.2.1. Priprava hranjivih podloga

Kvasci koristeni u ovom radu, navedeni u Tablica 2., cuvani su na ¢vrstim hranjivim
podlogama u Petrijevim zdjelicama. Cvrste hranjive podloge pripremljene su tako §to se u
odreden volumen demineralizirane vode dodala izraunata i odvagana masa YPD podloge
(50 g L™ i agra (20 g L™). Zatim smo hranjivu podlogu sterilizirali u autoklavu pri 121°C
tijekom 20 minuta i prelili u Petrijeve zdjelice u sterilnim uvjetima. Na ohladenu hranjivu
podlogu nacijepljene su kulture kvasca pomocu mikrobioloske usice.

Podloge za uzgoj inokuluma pripremljene su tako $to se u odreden volumen
demineralizirane vode dodala izratunata i odvagana koli¢ina YPD podloge (50 g L™). Po 10
mL podloge prebaceno je u epruvete i sterilizirano u autoklavu (121°C/20 min). Tako
pripremljena podloga sluzila je za uzgoj inokuluma prilikom odredivanja rasta i aktivnosti
kvasaca na razli¢itim ugljikohidratima.

Hranjive podloge za uzgoj kvasca na razli¢itim ugljikohidratima pripremljene su iz
zajednicke koncentrirane otopine kvas¢evog ekstrakta i peptona (ykv. exkstrakT = 20 @ Lt
veepton = 40 g L™) i koncentriranih otopina pojedinacnih ugljikohidrata (yuy = 40 g L™). Po
7,5 mL pripremljene otopine kvas¢evog ekstrakta i peptona i po 7,5 ml otopine ugljikohidrata
preneseno je u Falcon kivetu od 50 mL u kojoj je kona¢na koncentracija kvas¢evog ekstrakta
iznosila 10 g L™, peptona 20 g L™ i odredenog ugljikohidrata 20 g L™. Za uzgoj odabranog
kvasca pripremljeno je po 7 hranjivih podloga od kojih je svaka sadrzavala kvaS¢ev ekstrakt,
pepton i odredeni ugljikohidrat (celobiozu, glukozu, manozu, galaktozu, ksilozu ili

arabinozu). Tako pripremljene podloge sterilizirane su na 121°C tijekom 20 minuta.

Inhibitorni utjecaj mlije¢ne kiseline na rast i aktivnost kvasaca proveden je na
standardnim YPD agar podlogama. Tako pripremljene podloge su zatim sterilizirane, a nakon
Sto su se malo ohladile u njih je u sterilnim uvjetima dodan izracunati volumen mlije¢ne
kiseline kako bi se dobile podloge s razli¢itim koncentracijama mlije¢ne kiseline (1, 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60 i 70 g L™). Nakon toga podloge su u sterilnim uvjetima prelivene u Petrijeve

zdjelice i ostavljene da se ohlade.
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Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveden je u teku¢im YPD
podlogama. Podloge su prvo sterilizirane, a mlije¢na kiselina dodana je nakon hladenja.

Koncentracija mlije¢ne kiseline iznosila je 60 g L™.

3.2.2. Odredivanje rasta i aktivnosti ne-Saccharomyces kvasaca na razliitim

ugljikohidratima

Selekcija ne-Saccharomyces kvasaca provedena je odredivanjem rasta i aktivnosti
odabranih ne-Saccharomyces kvasaca (Tablica 2.) na razli¢itim ugljikohidratima. Koristeni
ugljikohidrati bili su celobioza, glukoza, manoza i galaktoza, te ksiloza i arabinoza. Uzgoj
kvasaca proveden je u teku¢im hranjivim podlogama pripremljenim kao §to je opisano u

poglavlju 3.2.1.

Svaki kvasac uzgajan je na 7 razlicitih podloga koje su sadrzavale prethodno
navedene ugljikohidrate i u podlozi bez glavnog izvora ugljika. Sve hranjive podloge (V = 15
mL) inokulirane su s 5 % vol/vol inokuluma. Inokulum je pripremljen nacjepljivanjem
prethodno pripremljenih tekucih hranjivih podloga u epruvetama, koje su onda inkubirane pri
28 °C kroz 24 h.

Uzgoj kvasaca provedeni su u aerobnim i anaerobnim uvjetima kroz 48 h pri 28°C.
Aeroban uzgoji su provedeni na tresilici (n = 200 min™), a anaerobni/mikroaerofilni uzgoji
stati¢no. U izuzetim uzorcima odredivana je opticka gusto¢a uzoraka, koncentracija biomase

kvasca te su se supernatanti uzoraka pripremali za HPLC ili UPLC analizu.

3.2.3. Odredivanje inhibitornog utjecaja mlijecne kiselina na rast i aktivnost ne-

Saccharomyces kvasaca

Inhibicijski utjecaj mlije¢ne kiseline na rast kvasca, navedenih u Tablici 2., ispitivan
je na Cvrstim hranjivim podlogama s razli¢itim koncentracijama mlije¢ne kiseline
pripremljenima kao §to je navedeno u poglavlju 3.2.1. Podloge su sadrzavale 1, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 60 i 70 g L™ mlije¢ne kiseline, a podloga koje je sluzila kao kontrola nije sadrzavala

mlije¢nu kiselinu.
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Na svaku od podloga naneseno je 5 UL suspenzije stanica kvasca koju smo pripremili
tako Sto smo u 500 puL sterilne vode resuspendirali biomasu kvasca. Pratili smo rast kvasca u

aerobnim i anaerobnim uvjetima pri 28 °C kroz 72 h.

3.2.4. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777

Inokulum za uzgoj Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 pripremljen je u YPD
podlozi (V =200 mL) pri 28 °C kroz 24 h.

Uzgoj kvasca proveden je u hranjivim podlogama s mlije¢nom (V = 300 mL) i bez
mlije¢ne kiseline (V = 300 mL) pripremljenima kao $to je opisano u poglavlju 3.2.1. Tikvice
su inokulirane s 5% vol/vol inokuluma. Uzgoj je proveden u anaerobnim uvjetima, u
tikvicama s vreljnjaama na magnetnoj mijesalici pri 28 °C. Uzorci za analizu uzimani su
prije inokulacije te nakon inokulacija svaki sat uzgoja do 8 h uzgoja, a nakon toga svakih 24
h uzgoja. Uzgoj kvasca u hranjivim podlogama bez mlijecne kiseline trajao je 49 h, a u
hranjivim podlogama s mlijecnom kiselinom 121 h. U izuzetim uzorcima odredivana je
opticka gustoca pri 600 nm, koncentracija biomase kvasca te je UPLC analizom odredena

koncentracija supstrata i produkata fermentacije.

3.3. Analiticke metode

3.3.1. Odredivanje opti¢ke gustoce uzoraka

Opticka gustoca uzoraka odredivana je pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra Cary 100
UV-Vis (Agillent Technologies, USA) pri valnoj duljini od 600 nm (ODgy). Mjerena je
opticka gustoca prvog decimalnog razrjedenja uzorka. Prvo decimalno razrjedenje pripremalo
se tako da je 0,5 mL originalnog uzorka otpipetirano u 4,5 mL demineralizirane vode, te

zatim dobro homogenizirano.
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3.3.2. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kvasca

Nakon izuzimanja uzorka, odreden volumen uzoraka prenesen je u prethodno
izvaganu plasti¢nu kivetu s ¢epom te je zatim stavljen na centrifugiranje 5 minuta pri 6000
okretaja/min (centrifuga SL 8R ThermoScientic, Waltham, Massachusetts, SAD). Nakon
centrifugiranja supernatant je izdvojen, a talog je stavljen na suSenje u susionik pri 100°C do
konstantne mase. Nakon toga kivete su ohladene u eksikatoru te im je izvagana masa.

Koncentracije biomase kvasca X (g/L) odredena je prema sljedecoj ovisnosti:

x = Dok™Mpk (gL [3-1]

V‘LLZ

Mok - masa osusene kivete s biomasom [g]
Mk - masa prazne Kivete [g]

Vuz - volumen uzorka [L]

3.3.3. Priprema uzoraka za HPLC i UPLC analizu

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (poglavlje 3.3.2.) koriSten je za pripremu
uzoraka za HPLC i UPLC analizu. Po 750 uL supernatanta uzorka dodano je u 750 ulL
otopine cinkovog sulfata heptahidrata koncentracije 100 g L™. Dobivena otopina zatim se
intenzivno izmijesala 20 sekundi 1 ostavila na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Nakon toga
uzorci su centrifugirani 10 minuta na 10000 o/min. Centrifugiranjem su istalozeni proteini i
necistoc¢e. Tako dobiven uzorak zatim je razrijeden tako $to smo 750 uL uzorka dodali u 750
uL demineralizirane vode. Uzorci izuzimani tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 u podlogama s mlije¢nom kiselinom dodatno su razrjedivani jos 2
puta. Razrijedeni uzorci su zatim profiltrirani kroz filter s porama veli¢ine 0,20 zm. Tako

pripremljeni uzorci koristeni su za HPLC i UPLC analizu.
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3.4. Odredivanje parametara uspjeSnosti

3.4.1. Prinos biomase (Yx)

Y =X-X, [gL7'] [3-2]
Xo - pocetna koncentracija biomase [g L'l]

X - konagna koncentracija biomase [g L™]

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

Po - po€etna koncentracija produkta [g LY

P - kona¢na koncentracija produkta[g LY

3.4.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yxs)

= oo a5 as 9 g [3-4]

So, Xp - pocetne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L'l],
S, X - kona¢ne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L™],

(Marié i Santek, 2009).

3.4.4. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Ypys)

_ (P-Py) _AP_ Tp

-1
P o a5 as I [3-5]

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

(Marié i Santek, 2009).
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3.4.5. Brzina potroSnje supstrata (Is)

Ln(S)=r¢-t+b

3.4.6. Brzina nastajanja produkta (rp)
Ln (P)=rt,-t+b

3.4.7. Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase ()

Ln(X)=p, t+Db

3.4.8. Produktivnost (Pr)
Yy ili Yp
ty

Pr= [gL™' A1

Yx - prinos biomase [g L™]
Yp- prinos produkta [g L]

tyu- ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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Rezultati i rasprava

4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu proveden je uzgoj 8 ne-Saccharomyces kvasaca u podlogama u kojima
su kao glavni izvor ugljika koristeni razli¢iti ugljikohidrati koji su prisutni u lignoceluloznim
sirovinama te su odredeni glavni produkti metabolizma ovih kvasaca. Za provodenje
eksperimenata odabrani su kvasci iz roda Scheffersomyces (Scheffersomyces stipitis JCM
10742, Scheffersomyces lignosum JCM 9837, Scheffersomyces shehatae JCM 9840),
Kluyveromyces (Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU
3-1042, Kluyveromyces marxianus CBS 712), kvasac Pachysolen tannophilus JCM 31685 i
kvasac Schwaniomyces polymorphus ZIM 2980. Ugljikohidrati na kojima je ispitivan rast i
aktivnost ovih ne-Saccharomyces kvasaca bili su celobioza, glukoza, galaktoza, i manoza, te
ksiloza i arabinoza. Odreden je i inhibitorni u¢inak razli¢itih koncentracija mlije¢ne kiseline
na rast i aktivnost istrazivanih kvasaca. Kvasci koji mogu rasti i proizvoditi etanol u podlozi s
visokom koncentracijom mlije¢ne kiseline dobri su kandidati za geneticke transformacije u
sojeve producente mlijecne kiseline. Na temelju provedenih eksperimenta kvasac s najve¢om
otpornosti prema poviSenim koncentracijama mlijene kiseline odabran je za uzgoj u ve¢em
mjerilu. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveli smo u hranjivim

podlogama s 1 bez mlijecne kiseline, radi usporedbe dinamike rasta na navedenim podlogama.
Rezultati provedenih istrazivanja podijeljeni su u sljedeca poglavlja:

a) Odredivanje rasta 1 aktivnosti ne-Saccharomyces kvasaca na razli¢itim
ugljikohidratima (poglavlje 4.1.)

b) Odredivanje inhibitornog utjecaja mlijecne kiselina na rast i aktivnost ne-
Saccharomyces kvasaca (poglavlje 4.2.)

c) Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s i bez mlije¢ne
kiseline (poglavlje 4.3.)
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4.1. Odredivanje rasta i aktivnosti ne-Saccharomyces Kkvasaca na razliitim

ugljikohidratima

Odredivanje rasta i aktivnost kvasaca provedeno je u razli¢itim hranjivim podlogama
(YP podloga) koje su, osim kvastevog ekstrakta (10 g L) i peptona (20 g L™?), sadrzavale
jedan od sljede¢ih ugljikohidrata kao glavni izvor ugljika: celobiozu, glukozu, galaktozu,
manozu, ksilozu ili arabinozu u koncentraciji od 20 g L™. Proveden je uzgoj ovih kvasaca i u
podlozi bez glavnog izvora ugljika (YP podloga; kvascev ekstrakt i pepton; podaci nisu
prikazani), te je sluzio kao ,,negativna“ kontrola zbog visokog sadrzaja kvas¢evog ekstrakta
koji moze sadrzavati od 6 do 16 % ugljikohidrata (Anonymus 9.). Naime, u YP podlozi
dolazi do rasta kvasca na ugljikohidratima dostupnim u kvas¢evom ekstraktu kao i na
ugljikohidratima koje se nalaze u stanicama kvasca (glikogen i trehaloza; Francois i Parrou,
2001). Svi uzgoji su prevedeni u aerobnim i anaerobnim uvjetima pri 28 °C tijekom 48 h.
Rast biomase kvasca pracen je mjerenjem opticke gustofe uzoraka pri 600 nm (ODsggo;
poglavlje 3.3.1.). Takoder, HPLC i UPLC analizom (poglavlje 3.3.3.) odredene su
koncentracije supstrata i produkata poput etanola, glicerola, ksilitola i arabitola. Rezultati
ovog ispitivanja podijelili smo na odredivanje metabolicke aktivnosti kvasaca na celobiozi

(poglavlje 4.1.1.), na heksozama (poglavlje 4.1.2.). i na pentozama (poglavlje 4.1.3.)

4.1.1. Odredivanje rasta i aktivnosti ne-Saccharomyces kvasaca na celobiozi

Celobioza je disaharid koji moze nastati tijekom enzimske hidrolize lignoceluloznih
sirovina, a ima inhibitorni u¢inak na celuloliticke enzime, te tako smanjuje uspjeSnost
hidrolize (Ferchak i Pye, 1983). Rast kvasaca na ovom ugljikohidratu tijekom procesa
simultane hidrolize lignocelulozne sirovine i fermentacije nastalih ugljikohidrata povecao bi
iskoristenje cijelog procesa. Stoga je bilo potrebno odrediti rast i aktivnost ne-Saccharomyces
kvasaca na celobiozi.

Na Slikama 4. i 5. prikazana je promjena opticke gustote uzorka (A ODgy) U YP

podlozi s celobiozom nakon 48 h uzgoja u aerobnim, odnosno anaerobnim uvjetima.
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Slika 4. Promjena opticke gustoée uzorka (A ODgoo) U YP podlozi s celobiozom nakon 48 h

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Slika 5. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODgoo) U YP podlozi s celobiozom nakon 48 h
uzgoja u anerobnim uvjetima pri 28°C.
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Tablica 4. Postotak utroSene celobioze i koncentracije proizvedenog etanola i glicerola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces kvasaca u YP

podlogama s celobiozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima

Aerobno Anaerobno
UtroSena . UtroSena .
Kvasac celobioza Etanol  Yewnoys @ Glicerol = Ygiicerols celobioza Etanol  Yewnoys  Glicerol  Yaiicerolis
|1 il |1 -1 L1 il L1 il
(%) (L) (@g) @L) (99) (%) L) (@g) @L) (99)
S. stipitis
JCM 10742 7,65 025 016 n.o. - 8,98 n.o. - 0,30 0,17
S. lignosum
\]CM 9837 4160 0103 0103 0,15 0,16 7,41 n.o. = 0,27 0,18
S. shehatae
JCM 9840 4,05 003 004 039 048 20,19 n.o. i 0,27 0,07
K. marxianus
NBRC 1777 2,80 0,03 0,05 0,16 0,29 10,28 0,03 0,01 0,36 0,18
K. marxianus
DMKU 3-1042 | > 022 = 028 0 - 7,41 142 0% 031 021
K. marxianus
CBS 712 42,80 0,66 0,08 0,29 0,03 12,50 n.o. - 0,34 0,14
P. tannophilus
JCM 31685 4,60 003 | 003 0 - n.o. n.o. - 0,12 ;
S. polymorphus
Z1M 2980 10,20 0,03 0,01 0,02 0,01 13,38 n.o. - 0,21 0,08

n.0.-nije odredeno
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Rezultati i rasprava

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da svi navedeni kvasci mogu rasti
na celobiozi u aerobnim uvjetima, ali da niti jedan od istrazivanih kvasaca nije tijekom 48 h
uzgoja utrosio svu celobiozu iz podloge. Kvasac koji je utroSio najvise celobioze, izmedu
testiranih kvasaca, iz YP podloge (42,80 %) u aerobnim uvjetima i proizveo navise biomase
je kvasac Kluyveromyces marxianus CBS 712 (Slika 4.). Ostali testirani kvasci (Slika 4.)
rastu vrlo sporo na celobiozi u navedenim uvjetima, te su utroSili od 2,80 do 10,20 %
celobioze iz podloge. Svi testirani kvasci u anaerobnim uvjetima rastu vrlo sporo, te nisu
utrosili svu celobiozu iz podloge (Tablica 4.). Glavni produkti nastali tijekom rasta u
aerobnim 1 anaerobnim uvjetima bili su etanol i glicerol, ¢ije su koncentracije navedene u
Tablici 4. Tijekom uzgoja HPLC/UPLC metodama nije detektirana proizvodnja Secernih
alkohola ili drugih biokemikalija.

4.1.2. Odredivanje rasta i aktivnosti ne-Saccharomyces kvasaca u podlogama s glukozom,

galaktozom ili manozom

Rast i aktivnost ne-Saccharomyces kvasaca odredivana je i na glukozi, galaktozi i
manozi kao glavnom izvoru ugljika u YP podlogama. Na slikama 6. i 7. prikazan je porast
biomase kvasca kao promjena opti¢ke gustoce podloge (A ODgoo) Nnakon 48 h uzgoja kvasaca
u podlozi s glukozom u aerobnim, odnosno anaerobnim uvjetima. Tijekom 48 h uzgoja svi
testirani kvasci su iscrpili glukozu iz podloge (Tablica 5.). Najvise biomase tijekom uzgoja u
YP podlozi s glukozom u aerobnim uvjetima odredeno je za kvasac Pachysolen tannophilus
JCM 31685 i kvasac K. marxianus CBS 712 (Slika 6.).

Za razliku od aerobnog uzgoja tijekom anaerobnog uzgoja kvasci iz roda
Kluyveromyces proizveli su veée koli¢ine biomase (Slika 7.) od kvasca P. tannophilus JCM
31685, te su utrosili svu glukozu iz podloge (Tablica 5.). Ostali testirani kvasci utrosili su od
40 do 70 % glukoze iz podloge tijekom 48 h uzgoja (Tablica 5.)

Tijekom uzgoja navedenih ne-Saccharomyces kvasaca na glukozi detektirani su

etanol, glicerol i arabitol, ¢ije su koncentracije navedene u Tablici 5.
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Rezultati i rasprava
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Slika 6. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODggo) U YP podlozi s glukozom nakon 48 h

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Slika 7. Promjena opti¢ke gustoce uzorka (A ODggo) U YP podlozi s glukozom nakon 48 h

uzgoja u anaerobnim uvjetima pri 28°C.
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Rezultati i rasprava

Tablica 5. Postotak utroSene glukoze i koncentracije proizvedenog etanola, glicerola i arabitola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces kvasaca u

YP podlogama s glukozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima

Aerobno Anaerobno
Utros : Utros _ _
Kvasac gIET(s:zII; Etanol  Yewnous  Glicerol  Yaiicerons gllrj(l)j:zn: Etanol  Yewnous  Glicerol  Yagiiceros  Arabitol Y arapitons
; @Lh @ghH @LhH (99 0 @Lh @ghH @LhH (@ghH @LhH  (@gh
(%) (%)

S. stipitis 98,20 2,30 0,12 0,16 0,008 47,80 1,86 0,19 0,32 0,03 0,19 0,02
JCM 10742 ' ' ' , , , ' , : ) : ,
S. lignosum
JCM 9837 100 0,03 0,002 0,10 0,005 71,00 426 0,30 0,62 0,04 0,35 0,02
S. shehatae
JCM 9840 97,25 0,75 0,04 0,55 0,028 n.o. n.o. - n.o. - n.o. -
K. marxianus
NBRC 1777 99,75 360 0,18 0,04 0,002 100 1055 0,53 1,07 0,05 n.o _
K. marxianus

DMKU 3-1042 | 2820 089 005 n.o. - 9980 7,15 036 0,99 0,05 n.o ]
K. marxianus
CBS 712 96,45 0,31 0,02 0,06 0,003 100 7,39 0,37 1,23 0,06 n.o -
P. tannophilus
JCM 31685 100 0,92 0,05 0,02 0,001 100 1165 0,52 0,36 0,04 0,15 0,02
S. polymorphus
ZIM 2980 97,80 4,29 0,22 1,02 0,052 50,30 4,41 0,44 0,72 0,07 0,26 0,03

n.o0.-nije odredeno
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Rezultati i rasprava

Na Slikama 8. i 9. prikazan je porast biomase kvasca kao promjena opticke gustoce
podloge (ODggo) nakon 48 h uzgoja kvasaca u podlozi s galaktozom u aerobnim, odnosno
anaerobnim uvjetima. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da kvasac Kluyveromyces marxianus
CBS 712 proizvodi najvise biomase U aerobnim uvjetima i anaerobnim uvjetima i utrosi
gotovo svu galaktozu iz podloge (96,05 %, odnosno 98,65 %; Tablica 6.). Ostali produkti
nastali tijekom rasta kvasaca na podlogama s galaktozom u aerobnim i anaerobnim uvjetima

bili su etanol, glicerol, arabitol i ksilitol, ¢ije su koncentracije navedene u Tablici 6.
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Slika 8. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODgoo) U YP podlozi s galaktozom nakon 48 h

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Slika 9. Promjena optic¢ke gustoce uzorka (A ODggo) U YP podlozi s galaktozom nakon 48 h

uzgoja u anaerobnim uvjetima pri 28°C.

30



Rezultati i rasprava

Tablica 6. Postotak utroSene galaktoze i koncentracije proizvedenog etanola, glicerola, arabitola i ksilitola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces

kvasaca u YP podlogama s galaktozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

Kvasac

S. stipitis
JCM 10742
S. lignosum
JCM 9837

S. shehatae JCM
9840
K. marxianus
NBRC 1777
K. marxianus
DMKU 3-1042
K. marxianus
CBS 712
P. tannophilus
JCM 31685
S. polymorphus
ZIM 2980

Aerobno Anaerobno

;ﬁ;ol;f)‘;z Etanol Yewoys  Glicerol Yoipagrs  ATabIOl Yawigrs KSlitol Yicons ;atlg"lif)‘z Et@nol  Yeanys  Glicerol  Yoigegus  Arabitol  Yabions

(%) (L) (9g) @L) (@9) @L) (@9) @L) (99) %) (L) (@g9) @L) (9g) (@L) (99)
97,20 3,47 0,18 0,20 0,010 n.o. - n.o. - 3460 0,78 0,11 025 0,036 0,03 0,004
95,70 356 0,19 0,11 0,006 n.o. - n.o. - 23,10 042 0,09 0,25 0,054 n.o. -
95,70 2,40 0,13 0,07 0,004 n.o. - n.o. - 19,30 n.o. - n.o. - n.o. -
%,10 358 019 031 0,016 n.o. - n.o. - 97,80 9,59 0,49 1,08 0,055 n.o. -
98,55 1,99 0,10 n.o. - n.o. - n.o. - 8865 756 043 094 0,053 n.o. -
96,05 060 0,03 0,10 0,005 n.o. - n.o. - 98,65 7,24 037 125 0,063 n.o. -
9570 0,03 0,02 0,05 0,003 n.o. - n.o. - 17,15  n.o. - 0,14 0,041 n.o. -
95,05 470 0,25 0,10 0,005 0,05 @ 0,003 017 0,009 | 22,10 0,13 0,038 0,24 0,054 n.o. -

n.0.-nije odredeno
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Rezultati i rasprava
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Slika 10. Promjena opti¢ke gustoce uzorka (A ODggo) U YP podlozi s manozom nakon 48 h

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Slika 11. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODgyo) U YP podlozi s manozom nakon 48 h

uzgoja u anaerobnim uvjetima pri 28°C.

Na Slikama 10. i 11. prikazan je porast biomase kvasca kao promjena opti¢ke gustoce

podloge (AODgoy) nakon 48 h uzgoja kvasaca u podlozi s manozom u aerobnim, odnosno
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Rezultati i rasprava

anaerobnim uvjetima. Sli¢no kao i kod uzgoja na glukozi, kvasac Pachysolen tannophilus
JCM 31685 proizveo je najvise biomase, u odnosu na testirane kvasce, u aerobnim uvjetima
(Slika 6. i Slika 10.), uz potrosnju manoze od 98,15 %. U anaerobnim uvjetima kvasci iz roda
Kluyveromyces (Slika 11.) proizveli su vece koli¢ine biomase u odnosu na testirane kvasce i
utroSili gotovo svu manozu iz podloge (od 98,05 do 98,95 %; Tablica 7.). Dobiveni rezultati
su o vrlo sli¢ni rezultatima dobivenim za rast ovih kvasaca na glukozi jer se sve heksoze
transportiraju u stanice kvasca istim transportnim sustavom. Produkti nastali tijekom rasta
kvasaca na podlogama s manozom u aerobnim i anaerobnim uvjetima bili su etanol, glicerol i

arabitol, ¢ije su koncentracije navedene u Tablici 7.
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Rezultati i rasprava

Tablica 7. Postotak utroSene manoze i koncentracije proizvedenog etanola, glicerola i arabitola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces kvasaca u

YP podlogama s manozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima

Aerobno Anaerobno
Kvasac [rjr::;?]soeznaa Etanol  Yewnous  Glicerol  Yaiicerons [ﬁ;?]ss:;a Etanol  Yewnos  Glicerol | Ygiicerons  Arabitol Y arabitolss
o LY @ghH @LhH (@9 o) LY (9gh)  @LhH  (@ghH  @LhH  (@g)h
5 Sl 99,35 2,88 0,14 0,25 0,013 55,25 2,67 0,24 0,36 0,033 0,32 0,029
JCM 10742 ' ' ' J ) ' , ) ) ) ) ,
S. lignosum
JCM 9837 98,15 3,27 0,17 0,15 0,008 62,80 457 0,36 0,64 0,051 0,40 0,032
S. shehatae
JCM 9840 98,45 3,27 0,17 1,13 0,057 75,00 n.o. - n.o. - n.o. -
K. marxianus
NBRC 1777 98,75 3,36 0,17 0,03 0,002 98,05 10,06 0,51 1,18 0,060 n.o. -
K. marxianus
DMKU 3-1042 99,45 1,74 0,09 0,35 0,018 98,95 8,44 0,43 1,00 0,051 n.o. -
K. marxianus
CBS 712 99,40 193 010 n.o. - 98,90 864 044 141 0071 0,08 0,004
P. tannophilus
ICM 31685 98,15 1,31 007 0,06 0,003 7354 765 0,52 0,38 0,063 0,06 0,010
S. polymorphus
Z1M 2980 98,10 5,25 0,27 0,39 0,020 41,35 3,27 0,40 0,66 0,080 0,24 0,029

n.0.-nije odredeno
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Rezultati i rasprava

4.1.3. Odredivanje rasta i aktivnosti ne-Saccharomyces kvasaca na podlogama sa ksilozom ili

arabinozom

Ksiloza i arabinoza (i galaktoza) gradevne su jedinice hemiceluloze, u razli¢itim
udjelima prisutne su u lignoceluloznom hidrolizatu (Palmqgvis i Hahn-Hagerdal, 2000).
Takoder, poznato je da kvasac Saccharomyces cerevisiae ne moze koristiti pentoze. Upravo
zbog navedenih razloga zanimljivo je ispitati da li koji od odabranih ne-Saccharomyces

kvasaca raste na ksilozi i arabinozi kao jedinom izvoru ugljika.

U ovom poglavlju prikazani su rezultati uzgoja ne-Saccharomyces kvasaca na ksilozi
i arabinozi (Slike 12., 13.,14. i 15, i Tablice 8. i 9.). u aerobnim, odnosno anaerobnim

uvjetima.

16
14

810

0

Slika 12. Promjena optic¢ke gustoce uzorka (A ODggo) U YP podlozi sa ksilozom nakon 48 h

n oo

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Rezultati i rasprava
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Slika 13. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODgy) U YP podlozi sa ksilozom nakon 48 h

uzgoja u anaerobnim uvjetima pri 28°C.

Svi testirani kvasci rastu u YP podlozi sa ksilozom u aerobnim uvjetima, te je bitno
istaknuti da niti jedan od odabranih kvasaca tijekom 48 h nije utrosio svu ksilozu iz podloge.
Najvise ksiloze iz YP podloge tijekom 48 h utroSio je kvasac S. shehatae JCM 9840 (87,27
%), dok u aerobnim uvjetima najvise biomase proizvodi kvasac Pachysolen tannophilus JCM
31685 (Slika 12.), uz potrosnju ksiloze od 46,42 %. U anaerobnim uvjetima samo tri ne-
Saccharomyces kvasca mogu rasti na ksilozi, K. marxianus NBRC 1777, P. tannophilus JCM
31685 i Schwaniomyces polymorphus ZIM 2980, te u navedenim uvjetima kvasac S.
polymorphus ZIM 2980 proizvede najvecu koli¢inu biomase (Slika 13.) i utro$i najvise
ksiloze (15,25 %, Tablica 8.). Tijekom rasta kvasaca na podlozi sa ksilozom u aerobnim i
anaerobnim uvjetima detektirani su slijedeci produkti: etanol, glicerol, arabitol i ksilitol, ¢ije

su koncentracije navedene u Tablici 8.
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Tablica 8. Postotak utroSene ksiloze i koncentracije proizvedenog etanola, glicerola, arabitola i ksilitola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces

kvasaca u YP podlogama sa ksilozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

Rezultati i rasprava

Kvasac

S. stipitis
JCM 10742
S. lignosum
JCM 9837
S. shehatae
JCM 9840

K. marxianus
NBRC 1777
K. marxianus
DMKU 3-1042
K. marxianus
CBS 712
P. tannophilus
JCM 31685
S. polymorphus
ZIM 2980

Aerobno Anaerobno
I{(tsrﬁzezia Etanol = Yewnous ~ Glicerol | Ygiicerors  Arabitol | Yampioys = KSilitol | Yisilitons [f(tsri(:f)?;a Etanol | Yewnoys  Glicerol | Yaiicerons = Arabitol | Y arabitols
o L) (@9  @LYH  (@9) @LH (@g) @LH (@9 w L) (@gh) @LH @gH @LH (@9
59,21 1,28 0,11 n.o. - 0,15 0,013 n.o. - n.o. n.o. - 0,25 - 0,05 -
46,42 | 0,34 0,04 0,36 0,04 n.o. - n.o. - n.o. n.o. - 0,24 - n.o. -
87,271 2,56 0,15 0,50 0,03 0,32 0,018 n.o. - n.o. n.o. - 0,26 0,05 -
12,00 0,03 0,01 0,12 0,05 n.o. - n.o. - 7,15 0,08 0,06 0,30 0,21 n.o. -
68,06 0,39 0,03 n.o. - n.o. - n.o. - n.o. n.o. - 0,30 - 0,11 -
71,15 0,28 0,02 n.o. - n.o. - n.o. - n.o. n.o. - 0,32 - 0,40 -
46,42 0,17 0,02 0,15 0,02 0,0 0008 032 003 | 2365 230 049 0,16 0,11 n.o. -
36,55 151 0,21 0,13 0,02 0,15 0,021 0,73 0,10 | 1545 n.o. - 0,24 0,08 n.o. -

n.o. nije odredeno
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Rezultati i rasprava

Slika 14. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODggyo) U YP podlozi s arabinozom nakon 48 h

uzgoja u aerobnim uvjetima pri 28°C.
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Slika 15. Promjena opticke gustoce uzorka (A ODgoo) U YP podlozi s arabinozom nakon 48 h

uzgoja u anaerobnim uvjetima pri 28°C.

Na Slikama 14. i 15. prikazan je rast biomase ne-Saccharomyces kvasaca u YP

podlozi s arabinozom nakon 48 h uzgoja u aerobnim uvjetima, odnosno anaerobnim uvjetima.
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Rezultati i rasprava

Svi testirani ne-Saccharomyces kvasci rastu na arabinozi (Slika 14.) u aerobnim uvjetima, ali
niti jedan od navedenih kvasaca ne iscrpljuje ovaj supstrat iz podloge nakon 48 h procesa.

U podlozi s arabinozom u aerobnim uvjetima, kao i u podlozi sa ksilozom kvasac
Pachysolen tannophilus JCM 31685 (Slika 14.) producira najveée koli¢ine biomase uz
potrosnju arabinoze od 43,1 %. Isto tako u anaerobnim uvjetima kvasac Schwanniomyces
polymorphus ZIM 2980 (Slika 15.) proizvede najvecu koli¢inu biomase uz potro$nju
arabinoze od 24,1 %. U anaerobnim uvjetima na arabinozi mogu rasti kvasci P. tannophilus
JCM 31685, S.polymorphus ZIM 2980, K. marxianus NBRC 1777, K. marxianus CBS 712 i S.
stipitis JCM 10742.

Ostali produkti nastali tijekom rasta kvasaca na arabinozi u aerobnim i anaerobnim

uvjetima bili su etanol, glicerol, arabitol i ksilitol, ¢ije su koncentracije navedene u Tablici 9.
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Rezultati i rasprava

Tablica 9. Postotak utroSene arabinoze i koncentracije proizvedenog etanola, glicerola, arabitola i ksilitola nakon 48 h uzgoja ne-Saccharomyces

kvasaca u YP podlogama s arabinozom kao glavnim izvorom ugljika u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

Kvasac

S. stipitis
JCM 10742
S. lignosum
JCM 9837
S. shehatae
JCM 9840

K. marxianus
NBRC 1777
K. marxianus
DMKU 3-1042
K. marxianus
CBS 712
P. tannophilus
JCM 31685
S. polymorphus
ZIM 2980

UtroSena
arabinoza

25,10
87,85
43,65
36,50
78,75
73,15
43,10
20,45

Etanol
@@L

0,20
0,03
0,03
0,03
0,14
0,52
0,14
0,03

YEtanoI/S
g%
0,040

0,002
0,003
0,004
0,009
0,036
0,016
0,007

Glicerol
@L?

n.o.
0,14
0,55
0,16
n.o.
0,14
n.o.

0,12

Aerobno

YGIiceroI/S

@g?

0,01
0,06
0,02

0,01

0,03

Arabitol
@L?

0,74
1,01
1,32
1,22
2,10
3,76
3,43
1,05

Y Arabitol/s

99"
0,15

0,06
0,15
0,17
0,13
0,26
0,40
0,26

Ksilitol
@L?

n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
n.o.
0,09

n.o.

Ysilitol/s

@g?

0,01

UtroSena

Etanol

arabinoza (gL™)

1,00
n.o.

n.o.
12,06
n.o.

0,20
13,21
8,00

n.o.
n.o.
n.o.
0,51

n.o.

Anaerobno

YEtanoI/S Glicerol
@gh) (@@L

- 0,22
- 0,22
- 0,12
0,21 0,29
- 0,26
- 0,32
- 0,12
- 0,21

Y Glicerol/s

99"
1,10

0,12

8,00
0,05
0,13

Arabitol
@Lh

n.o.
n.o.

0,04

Y Arabitol/s

@g?

n.0.-nije odredeno
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Rezultati i rasprava

4.2. Odredivanje inhibitornog utjecaja mlije¢ne Kiselina na rast ne-Saccharomyces

kvasaca

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja inhibitornog uc¢inka mlije¢ne
kiseline na rast odabranih ne-Saccharomyces kvasaca. Inhibitorni uéinak je odredivan
nacjepljivanjem kvasaca na YPD agar podloge u koje su dodane razli¢ite koncentracije
mlijecne kiseline (1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 i 70 g L™Y). Uzgoj kvasca proveden je u
aerobnim i anaerobnim uvjetima pri 28 °C kroz tri dana, a rezultati za navedene eksperimente

su prikazani na Slici 16. i Slici 17.

Schefersomyces stipitis JCM 10742
Scheffersomyces lignosum JCM 9837
Schefersomyces shehatae JCM 9840
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042
Kluyveromyces marxianus CBS 712
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Slika 16. Utjecaj razli¢itih koncentracija mlije¢ne kiseline na rasta odabranih ne-

Saccharomyces kvasaca na YPD podlozi u aerobnim uvjetima.

Na Slici 16. prikazani su rezultati uzgoja odabranih ne-Saccharomyces kvasaca na
podlogama s razli¢itim koncentracijama mlijecne kiseline u aerobnim uvjetima. Kvasac koji
ima najmanju otpornost prema kiselini je kvasac S. lignosum JCM 983 koji raste na
podlogama s koncentracijom mlijecne kiseline od 1 do 20 g L™. Nesto veéu rezistenciju
prema mlijecnoj Kiselini imali su kvasci Schefersomyces stipitis JCM 10742, S. shehatae
JCM 9840, P. tannophilus JCM 31685 i S. polymorphus ZIM 2980 koji mogu rasti i na YPD
podlozi s koncentracijom mlije¢ne kiseline od 40 g L™. Kvasac Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 moZe rasti na podlozi s 50 g L, dok kvasac K. marxianus CBS 712 i K.
marxianus NBRC 1777 mogu rasti &ak i u podlozi sa 60 g L™ mlije¢ne kiseline. Niti jedan

testirani kvasac ne moze rasti na podlozi s koncentracijom mlije¢ne kiseline od 70 g L™
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Scheffersomyces lignosum JCM 9837
Schefersomyces shehatae JCM 9840
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042
Kluyveromyces marxianus CBS 712
Pachysolen tannophilus JCM 31685
Schwanniomyces polymorphus ZIM 2980

Schefersomyces stipitis JCM 10742
| | | |
| | | |
|
|
|

0 10 20 30 40 50 60 70
mlije¢na Kiselina (g L-1)

Slika 17. Graficki prikaz rasta odabranih ne-Saccharomyces kvasaca na podlogama s

razlic¢itim koncentracijama mlije¢ne kiseline prilikom uzgoja u anaerobnim uvjetima.

Na Slici 17. prikazani su rezultati uzgoja odabranih ne-Saccharomyces kvasaca na
podlogama s razli¢itim koncentracijama mlije¢ne kiseline u anaerobnim uvjetima. Za razliku
od uzgoja kvasca S. lignosum JCM 983 u aerobnim uvjetima, ovaj kvasac u anaerobnim
uvjetima moze rasti na podlozi sa samo 1 g L™ mlije¢ne kiseline, dok mlije¢na kiselina u
koncentraciji od 5 g L™ ima potpuni inhibitorni u¢inak.

Kvasci Schefersomyces stipitis JCM 10742 i Schefersomyces shehatae JCM 9840
narasli su na YPD podlogama s koncentracijom mlije¢ne kiseline od 1 do 10 g L™, 3to je 4
puta manja otpornost ovih kvasaca na mlije¢nu kiselinu u anaerobnim uvjetima u odnosu na
aerobne uvjete. Kvasac Pachysolen tannophilus JCM 31685 takoder pokazuje 2 puta manju
otpornost na inhibitorni ucinak mlijecne kiseline u anaerobnim uvjetima (raste i pri
koncentraciji mlije¢ne kiseline od 40 g L™) te raste na podlogama u kojima je koncentracija
mlije¢ne kiseline u rasponu od 1 do 20 g L™. Kvasac S. polymorphus ZIM 2980 u anaerobnim
uvjetima ima nesto manju rezistenciju na inhibitorni u¢inak mlijecne kiseline te moZe rasti u
rasponu koncentracija mlije¢ne kiseline od 1 do 30 g L™. U aerobnim i anaerobnim uvijetima
dobiveni su isti rezultati za kvasce Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042, Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777, i Kluyveromyces marxianus CBS 712 (Slika 16. i Slika 17.).
Interesantno je za istaknuti da kvasci iz roda Kluyveromyces u odnosu na druge testirane
kvasce mogu tolerirati iste koncentracije mlijecne kiseline prisutne u YPD podlogama u

aerobnim 1 anaerobnim uvjetima, iako se zna da za odrzavanje homeostaze u stanicama
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potrebna je velika koli¢ina energije koja se lak$e pridobiva u aerobnim uvjetima. Stoga bi
bilo interesantno istraziti mehanizme rezistencije kvasaca iz roda Kluyveromyces na slabe

organske kiseline, posebice mlije¢nu kiselinu.

4.3. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777

Tijekom odredivanja inhibicijskog utjecaja mlije¢ne kiselina na rast i metaboli¢ku
aktivnost kvasaca ustanovili smo da najvecu otpornost prema inhibicijskom utjecaju imaju
kvasci Kluyveromyces marxianus. Za uzgoj u veéem mjerilu odabran je kvasac
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777. Uzgoj u ve¢em mjerilu proveli smo u YPD podlozi i
u YPD podlozi u koju je dodana mlije¢na kiselina u koncentraciji od 60 g L™. Tijekom
uzgoja su izuzumani uzorci u kojima su odredivani koncentracije biomase, supstrata i
produkata. Na temelju dobivenih rezultata odredeni su osnovni biokineti¢ki parametri,
trajanje lag faze (tiag) i eksponencijalne faze (texsp), maksimalne specificne brzine rasta (#max),
brzine potrosnje supstrata (rs), brzine nastajanja produkta (rp) te druge parametre uspjesnosti
procesa poput koeficijenta konverzije supstrata u biomasu (Yxss), koeficijenta konverzije

supstrata u produkt (Ypss), produktivnosti procesa (Pr)

4.3.1. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi

Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveden je u YPD podlozi
koja je sadrzavala kvas¢ev ekstrakta (10 g L), pepton (20 g L™) i glukozu (10 g L™). Uzgoj
je proveden u anaerobnim uvjetima, na magnetnoj mijesalici pri brzini okretaja mijesala od

200 okretaja/min te temperaturi uzgoja od 28°C.

Tijekom uzgoja pracena je promjena opticku gustocu podloge pri 600 nm (ODggo),
koncentracija biomase gravimetrijski, te koncentracije glukoze i potencijalnih produkata
uzgoja poput etanola, glicerola i octene kiseline. Dobiveni rezultati su prikazani na Slici 18.,

a parametri uspjesnosti procesa prikazani su u Tablici 10.

Na Slici 18. prikazana je promjena koncentracije biomase, glukoze, etanola i glicerola

I promjena opticke gusto¢e podloge (ODsno) tijekom 24 h uzgoja kvasca. Faza prilagodbe
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kvasca K. marxianus NBRC 1777 trajala je 3 h, nakon ¢ega je kvasac usao u eksponencijalnu
fazu rasta koja je trajala 4 h. U eksponencijalnoj fazi maksimalna specifi¢na brzina rasta
iznosila je 0,40 h™. Nakon eksponencijalne faze rasta kvasac je usao u stacionarnu koja je
trajala do 23 h uzgoja, nakon ¢ega dolazi do pada koncentracije biomase. Tijekom uzgoja
kvasac proizvodi, kao glavni produkt metabolizma, etanol i vrlo niske koncentracije glicerola.
Na kraju procesa iscrpljena je sva glukoza iz podloge, te je proizveden etanol u koncentraciji
od 4,80 g L™ uz koeficijent pretvorbe supstrata u etanol od 0,46 g g*. Koncentracija
glicerola u 24 h uzgoja iznosila je 0,58 g L™*uz koeficijent pretvorbe supstrata u glicerol od
0,06gg™.
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Slika 18. Promjena koncentracije biomase(®), glukoze(®), etanola(®) i glicerola(®) i
promjena opticke gusto¢e podloge (ODgno,®) tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces

marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 28°C u anaerobnim uvjetima.
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Tablica 10. Pokazatelji uspjeSnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u

YPD podlozi pri 28°C u anaerobnim uvjetima.

tiag 3h
teksp 4 h
Yxis 0,40g g™
Yetanolis 0469g™
Y glicerol/s 0,06gg™
Prx 0,13gL*h*
P etanol 019gL*h*
P glicerol 0,02gL"h*
Ip(etanol) 0,51 h*
Fp(glicerol) 0,21 ht
r's 0,75h™
Umax 0,40 h*

4.3.2. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s visokom

koncentracijom mlijecne kiseline

Nakon $to je proveden uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD
podlozi kako bi se odredili osnovni bioprocesni parametri, proveden je uzgoj u YPD podlozi
u kojoj je koncentracija mlije¢ne kiseline iznosila 60 g L™. Podloga je sadrzavala kvas&ev
ekstrakta (10 g L™), pepton (20 g L™), glukozu (10 g L™) i mlije¢nu kiselinu (60 g L™).
Fermentacija je provedena u istim uvjetima kao i uzgoj u YPD podlozi (anaerobni uvjeti, n =
200 min™, t = 28°C), te su tijekom procesa praceni svi parametri kao i tijekom uzgoja u YPD
podlozi. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 19., a parametri uspjesnosti procesa navedeni
su u Tablici 11.

Na Slici 19. prikazana je promjena koncentracije biomase, glukoze, etanola i octene
kiseline i promjena opticke gustoc¢e podloge tijekom 24 h uzgoja. Vidljivo je da je lag faza
rasta kvasca trajala 24 h. Produzena lag faza rezultat je prisutnosti visoke koncentracije

mlije¢ne kiseline. Nakon lag faze sljedila je eksponencijalna faza koja je trajala 48 h tj. do 76
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h uzgoja. Maksimalna specifi¢na brzina rasta iznosila je 0,10 h™, te je 4 puta manja u odnosu
na iste vrijednosti odredene u YPD podlozi bez mlije¢ne kiseline (umax=0,40 h™%). Kvasac je
tijekom uzgoja proizvodio etanol i octenu kiselinu. Koncentracija etanola nakon 121 h uzgoja
iznosila je 4,38 g L™, uz koeficijent pretvorbe supstrata u etanol od 0,46 g g™. Koncentracija
octene kiseline nakon 121 h uzgoja iznosila je 1,64 g L™, uz koeficijent pretvorbe supstrata u
octenu kiselinu od 0,15 g g™.

Autori Rugthaworn i sur. (2014) ispitivali su utjecaj razli¢itih koncentracija mlije¢ne
kiseline na rast kvasca K. marxianus TISTR5925 u YP podlogama s glukozom (10 g L) i
razli¢itim koncentracijama mlije¢ne kiseline od 18 do 56 g L™ pri 30 °C. Pri koncentraciji
mlije¢ne kiseline od 45 g L™ nije zamijeéen rast ovog kvasca niti nakon 60 h trajanja
bioprocesa. Iz navedenog se moze zakljuéiti da kvasac K. marxianus NBRC 1777 tolerira
znacajno vise koncentracije mlijecne kiseline od izolata kvasac K. marxianus TISTR5925
(Slika 19).
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Slika 19. Promjena koncentracije biomase(®), glukoze(®), etanola(®) i octene kiseline(©) i
promjena opticke gustoce podloge (ODgoo, ®) tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi s dodatkom mlije¢ne kiseline (ymx = 60 g L™) pri

28°C u anaerobnim uvjetima.
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Tablica 11. Pokazatelji uspjesSnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u

YPD podlozi s dodatkom mlije¢ne kiseline (ymx=60 g L™) pri 28°C u anaerobnim uvjetima.

tiag 24 h
teksp 48 h
Yxis 0,29gg™
Y etanol/s 042gg™
Y octene kiselina/s 0,159 g™
Prx 0,02gL*ht
Pretanol 0,03gL*h?
Proctena kiselina 001gL*h?
Ip(etanol) 0,24 h?
I'P(octena kiselina) 0,01 h'
r's 0,19 h*
Hmax 0,10 h*
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5. ZAKLJUCCI

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

1.

48

U aerobnim uvjetima svi testirani ne-Saccharomyces kvasci rastu u YP podlogama u
kojima su kao glavni izvor ugljika koriSteni ugljikohidrati prisutni u lignoceluloznim

sirovinama (celobioza, glukoza, manoza, galaktoza, ksiloza i arabinoza).

U anaerobnim uvjetima u YP podlogama s pentozama (ksiloza i arabinoza), od
ispitivanih ne-Saccharomyces kvasaca rastu samo S. stipitis JCM 10742, K. marxianus
NBRC 1777, K. marxianus CBS 712, P. tannophilus JCM 31685 i S. polymorphus ZIM
2980. Na ostalim YP podlogama, s celobiozom i heksozama, u anaerobnim uvjetima

rastu svi ispitivani kvasci.

Kvasac koji proizvodi najvise etanola tijekom uzgoja u anaerobnim uvjetima na YP
podlogama s heksozama i pentozama je K. marxianus NBRC 1777, a na YP podlozi s
celobiozom K. marxianus DMKU 3-1042.

Drugi zanimljivi produkti odredeni tijekom uzgoja bili su arabitol i ksilitol. Svi testirani
kvasci proizvodili su arabitol, no najveci koeficijent konverzije arabinoze u arabitol
odreden je za kvasac P. tannophilus JCM 31685 (Yaraitors = 0,40 @ g'l). Najvedi
koeficijent konverzije ksiloze u ksilitol odreden je za kvasac S. polymorphus ZIM 2980

(Yisititons = 0,10 g g™).

Inhibitorni u¢inak mlije¢ne kiseline na rast ne-Saccharomyces kvasaca u aerobnim i
anaerobnim uvjetima testiran je u rasponu koncentracija mlijecne kiseline od 1 do 70 g
L. Od sedam testiranih ne-Saccharomyces kvasaca jedino kvasci Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 i Kluyveromyces marxianus CBS 712 mogu rasti u podlozi s

koncentracijom mlije¢ne kiseline do 60 g L™ u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 odabran je za daljnja istraZivanja zbog

visoke otpornosti na mlije¢nu kiselinu, moguénosti rasta na svim testiranim heksozama
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1 pentozama te visokih prinosa etanola Sto ga ¢ini potencijalnim kandidatom za

provodenje genetickih transformacija u soj producent mlijecne kiseline.

Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 raste u YPD podlozi s visokom
po&etnom koncentracijom mlije¢ne kiseline (ygukoza = 10 g L™, ymk = 60 g L™) pri 28 °C
u anaerobnim uvjetima. U YPD podlozi s visokom pocetnom koncentracijom mlijecne
kiseline lag faza traje 20 h duze nego u YDP podlozi. Vrijednosti za brzinu potrosnje
glukoze 1 specificnu brzina rasta u YPD podlozi s visokom pocetnom koncentracijom
mlije¢ne kiseline (rs = 0,75 h™; um= 0,40 h™) 4 puta su manje od odgovarajuéih
vrijednosti u YPD podlozi (rs = 0,19 h™%; zm= 0,10 h™"). Na kraju oba uzgoja iscrpljen je
sav supstrat iz podloge 1 postignut je vrlo sli¢an prinos etanola (Jetanol = 4,38 g Lti4,80

g LY i isti koeficijent konverzije glukoze u etanol (Yps = 0,42 g g™).
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7. PRILOZI

7.1. JednadZzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije supstrata i proizvoda

HPLC i UPLC analizom

Tablica 12. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekuc¢inskom

kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

Retencijsko vrijeme,

Spoj ) Jednadzba bazdarnog pravca R%(-)
tr (min)

Arabinoza 14,5229 A = 366484 yarabinoza + 9888,8 0,9999
Arabitol 15,1563 A =362963,41 yarabitol + 9251,37 1,0000
Celobioza 10,5704 A = 378875 ycelobioza — 797,71 0,9999
Etanol 24,5143 A =1163351,69 yetano — 953,28 0,9998
Galaktoza 13,3743 A = 372368,32 ycaiaktoza + 926,11 1,0000
Glicerol 17,5007 A =298199,58 ygiicerol + 7203,56 1,0000
Glukoza 12,5827 A = 377242 yciukoza — 4487,1 1,0000
Ksilitol 15,8300 A = 362963,41 yksiiitol + 9251,37 1,0000
Ksiloza 13,3620 A =362057,07 yksiloza + 5598,61 1,0000
Manoza 13,5438 A =372368,32 ymanoza + 926,11 1,0000
Octena kiselina 18,4665 A= 164953 yoctena kiselina + 2261 0,9989

A= povrSina
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Tablica 13. JednadZbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekué¢inskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Spoj Retencusko- YIHeme, Jednadzba bazdarnog pravca R%(-)
tr (min)

Arabinoza 5,6080 A = 151554 yarabinoza — 1676,4 0,9998
Celobioza 3,9200 A = 144147 yceiobioza + 6285,5 0,9996
Etanol 11,1000 A = 361299,75 yetanol + 27468.6 1,0000
Galaktoza 5,1080 A = 146529 yalakioza + 4914,5 0,9999
Glicerol 7,0067 A = 120817 ygiicerol — 3671,6 0,9997
Glukoza 4,7000 A = 132342 yGiukoza + 1503,7 0,9999
Ksilitol 5,8000 A = 147029 yksiiitol + 3656,8 1,0000
Ksiloza 5,1910 A = 142576 ysiloza -3815,8 0,9999
Manoza 5,1080 A = 142576 ymanoza -3815,8 1,0000
Octena kiselina 7,7924 A = 8664,6 yoctena kiselina — 67,234 0,9992

A= povrsina
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7.2. Popis kratica

Tablica 14. Popis kratica uz navedene oznake veli¢ine, veli¢ine i jedinice.

Oznaka veli¢ine Veli¢ina Jedinica
tiag lag faza rasta [h]
teksp eksponencijalna faza rasta [h]
Yxis koeficijent konverzije supstrata u biomasu [9g™]
Y etanol/s koeficijent konverzije supstrata u etanol [gg]
Y glicerol/s koeficijent konverzije supstrata u glicerol [gg™]
Y octene kiselina/s koeficijent konverzije supstrata u octenu kiselinu [9g]
Prys produktivnost procesa proizvodnje biomase [gL*h™]
P etanol produktivnost procesa proizvodnje etanola [g Lt h]
Prgiicerol produktivnost procesa proizvodnje glicerola [g Lt h]
Proctena kiselina produktivnost procesa proizvodnje octene kiseline  [g L™ h]
rs brzina potrosnje supstrata [h™]
P(etanol) brzina proizvodnije etanola [h™]
Ip(glicerol) brzina proizvodnje glicerola [h™]
I'p(octena kiselina) brzina proizvodnje octene Kiseline [h™]
Lmax maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [h'l]
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