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1. UVOD

Za primjenu otpadne lignoceluloze kao glavnog izvora ugljika u industrijskoj proizvodnji
etanola, najvece ckonomske prepreke predstavljaju cijena celulolitickih enzima te pad
produktivnosti hidrolize i fermentacije koji se javlja uslijed inaktivacije enzima odnosno radnog
mikroorganizma- kvasca (Caspeta i Nielsen, 2015). Tijekom proizvodnje etanola u ve¢em mjerilu,
visoka koncentracija supstrata (glukoze), visoke koncentracije dobivenog etanola te visoke
temperature mogu biti faktori koji utjeu na inhibiciju kvasca. U slu¢aju vodenja fermentacije pri
viSim temperaturama, moglo bi do¢i do smanjenja troskova hladenja, simultanog procesa

saharifikacije i fermentacije i kontaminacije procesa (Abdel-Banat i sur., 2010).

Ne-Saccharomyces kvasci pokazuju razna svojstva vazna za industrijsku primjenu, a neka
od njih su koriStenje razli¢itih ugljikohidrata, tolerancija na stresne uvjete (npr. niska pH
vrijednost) te inhibitore. Otpornost na visoke temperature, odnosno svojstvo termotolerancije
pokazuje kvasac Kluyveromyces marxianus koji raste na temperaturama od 47, 49 i 52 °C, te
proizvodi etanol na temperaturama iznad 40 °C (Radecka i sur., 2015). Osnovne karakteristike
koje navedenom kvascu daju prednost pred drugim kvascima u industrijskoj proizvodnji su takoder
brz rast i proizvodnja etanola uz nastajanje minimalnih koli¢ina nusprodukata fermentacije (Lane

i sur., 2011).

U ovom radu provedeni su uzgoji kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD
podlozi pri razli¢itim temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C i 50 °C) u anaerobnim uvjetima. 1z
dobivenih rezultata izracunati su osnovni biokineti¢ki parametri rasta i proizvodnje etanola za sve
testirane temperature te je na temelju dobivenih podataka odredena optimalna temperatura za

provodenje bioprocesa proizvodnje etanola u veéem mjerilu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PRIMJENA KVASACA U BIOTEHNOLOGUI

Kvasci imaju dugu povijest primjene u biotehnoloskoj proizvodnji. Od davnina se koriste

za proizvodnju tradicionalnih biotehnoloskih i prehrambenih proizvoda kao $to su alkoholna pica

(pivo i vino), kruh, ocat i dr. Takvi proizvodi dobiveni su uglavnom fermentacijom pomoc¢u kvasca

Saccharomyces cerevisiae (Tamang i Fleet, 2009). Proizvodnja i primjena kvasca Saccharomyces

cerevisiae na godisSnjoj razini dvostruko je veca od primjene drugih vrsta kvasaca. Ipak, ne-

Saccharomyces kvasci sve vise se koriste i u drugim poljima moderne biotehnologije. Uz primjenu

za proizvodnju biogoriva, koriste se u proizvodnji biokemikalija, industrijskih enzima, za in vivo

transformacije, kao pokazatelji oneciS¢enja okoliSa, u bioremedijaciji i sl. (Branduardi i Porro,

2012). Na slici 1 prikazana su podruéja u kojima je moguca primjena kvasaca.

TRADICIONALNA PRIMJENA
KVASACA (fermentacije)

Pivo, vino sake, soja umak, druga
fermentirana hrana

SASTOJCI HRANE | KRMIVA

Enzimi, arome, pigmenti,
aminokiseline, organske kiseline

ZASTITA OKOLISA

Bioremedijacija, razgradnja
zagadivaca

™

BIOKONTROLA

Zastita usjeva, sigurnost hrane i
krmiva, probiotici

V]

o

KVASCI U
BIOTEHNOLOGIJI

/V

.

BIOLOSKA ISTRAZIVANJA

Molekularna i stani¢na biologija,
genominka, metabolicko
inZzenjerstvo

BIOKATALIZATORI

Farmaceutski proizvodi,
intermedijeri kiralnih
kemikaliia. biotransformaciie

BIOMEDICINSKA
ISTRAZIVANJA

Otkrivanje lijekova, otpornost na
lijekove, metabolizam lijekova,
proucavanje mehanizma bolesti

PROIZVODNJA
HETEROLOGNIH
PROTEINA

Enzimi, hormoni cjepiva,
toksini

Slika 1. Primjena kvasaca u biotehnologiji (Johnson i Echavarri-Erasun, 2011).



2.2. NE-Saccharomyces KVASCI

Saccharomyces cerevisiae dio je najvaznije grupe mikroorganizama koji se koriste u
biotehnoloskoj proizvodnji. Osim primarne, tradicionalne proizvodnje, primjenjuju se u
proizvodnji bioetanola, industrijskih enzima, spojeva male molekulske mase i dr. Koristi se kao
glavni model eukariotskog organizma u razli¢itim podru¢jima istrazivanja (Johnson i Echavarri-
Erasun, 2011).

Neki tipovi proizvodnje kao S§to je proizvodnja bioetanola druge generacije, tj. proizvodnja
bioetanola iz lignoceluloznih sirovina, karakteristiéni su po stresnim uvjetima (npr. prisutnost
furana, organskih Kkiselina, razgradnih spojeva lignina) koji dovode do inhibicije stani¢nog
metabolizma te shodno tome manjim prinosima etanola i nizim produktivnostima bioprocesa. Za
razliku od Saccharomyces cerevisiae, neke vrste ne-Saccharomyces kvasaca otpornije su na

navedene stresne uvjete (Mukherjee i sur., 2017).

Osim navedenog, ne-Saccharomyces kvasci pokazuju razna svojstva vazna za industrijsku
primjenu kao Sto su koriStenje razlicitih ugljikohidrata, rast pri niskim pH vrijednostima podloge
I visokim temperaturama te osmotolerantnost. Evolucija ovih kvasaca tekla je neovisno o evoluciji
kvasca Saccharomyces cerevisiae pa se moze pretpostaviti da imaju jedinstvene mehanizme
prezivljavanja koji nisu prisutni kod Saccharomyces vrsta. lako se vecina ne-Saccharomyces
kvasaca u literaturi karakterizira kao kvasci kvarenja zbog izolacije iz kontaminiranih proizvoda
(pi¢a i hrane), napretkom tehnologije sekvencioniranja i molekularnog inzenjerstva javlja se
moguénost otkrivanja molekularne osnove zbog koje ovi kvasci imaju superiornu otpornost prema

nepovoljnim/stresnim uvjetima u odnosu na Saccharomyces kvasce (Radecka i sur., 2015).

Visoka osmotolerantnost uocena je kod kvasca Zygosaccharomyces rouxii, koji moze rasti
na koncentracijama Secera do 90 % (w/v) (Membré i sur., 1999). Otpornost na visoke temperature,
odnosno svojstvo termotolerancije pokazuje kvasac Kluyveromyces marxianus Kkoji raste na
temperaturama od 47, 49 i 52 °C te proizvodi etanol na temperaturama iznad 40 °C. Jos§ jedna vrsta
koja pripada skupini termotolerantnih kvasaca je Ogataea polymorpha koja mozZe rasti na

temperaturama visim od 50 °C (Kata i sur., 2016; Banat i sur., 1992).



Zygosaccharomyces bailii kvasac je poznat po visokoj otpornosti na octenu kiselinu. Moze
rasti pri koncentraciji octene kiseline od 24 g L™, za razliku od S. cerevisiae koji moze rasti pri

koncentraciji octene kiseline do 9 g L™ (Arneborg i sur., 2000).

2.2.1. Kvasac Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus prvi put je opisan 1888. od strane E. C. Hansena. U to vrijeme
ovaj kvasac bio je klasificiran kao mikroorganizam iz roda Saccharomyces, naziva Saccharomyces
marxianus, dobivenog prema prvoj osobi koja ga je izolirala iz grozda, Marxu. Lodder i Kreger-
van-Rij su u svojoj monografiji 1952. naveli deset sojeva kvasaca Saccharomyces marxianus Kkoji
se razlikuju prema moguénosti asimilacije i rasta na laktozi kao supstratu te nastanku
pseudomicelija. Zbog razlika u morfologiji askusa i spora, svojstva fermentacije i oksidacije
razli¢itih Secera te mogucnosti hibridizacije medu sojevima u odnosu na tipi¢ne Saccharomyces
kvasce, javila se potreba za promjenom klasifikacije Saccharomyces fragilis, Saccharomyces
marxianus i Saccharomyces lactis u novo nazivlje. Van der Walt je 1956. opisao novi rod
Kluyveromyces, odnosno vrstu Kluyveromyces polysporus, koja je pokazivala ista svojstva kao i
navedene tri Saccharomyces vrste te su klasificirani u rod Kluyveromyces. Kroz povijest se
taksonomija i broj vrsta unutar roda Kluyveromyces mijenjao, a 2003. su Kurtzman i Robnett

prema filogenetskim svojstvima odredili Sest vrsta roda Kluyveromyces (Fonseca i sur., 2008).

Istrazivanja su pokazala da Kluyveromyces marxianus pripada skupini Crabtree-
negativnih kvasaca, odnosno nije primijeceno stvaranje etanola u aecrobnim uvjetima uz dovoljnu
koncentraciju supstrata. Naime, kad se uklju¢i oksido-reduktivni metabolizam navedenog kvasca,
uslijed povecanja glikolitickog fluksa ne dolazi do postizanja maksimalnog respiratornog

kapaciteta stanica kao $to je slucaj kod Saccharomyces cerevisiae (Van Urk i sur., 1990).

Osnovne karakteristike koje kvascu K. marxianus daju prednost pred drugim kvascima u
industrijskoj proizvodnji su brz rast, termotolerantnost i proizvodnja etanola uz nastajanje

minimalnih koli¢ina nusprodukata fermentacije (Lane i sur., 2011).



Kvasac Kluyveromyces marxianus moze se koristiti za proizvodnju etanola na visim
temperaturama u odnosu na kvasac S. cerevisiae uz potencijalnu ustedu energije. Osim smanjenih
troskova hladenja, pri poviSenim temperaturama postize se veca brzina saharifikacije te
fermentacije. Nedostatak ovakvog nacina proizvodnje je niZi prinos etanola te mogu¢ utjecaj na
vitalnost stanice zbog rada na povisenoj temperaturi (Lane i sur., 2011; Fonseca i sur., 2008).

Osim za proizvodnju bioetanola, Kluyveromyces marxianus koristi se u bioprocesima za
proizvodnju razli¢itih industrijskih enzima kao $to su inulinaza, f-galaktozidaza, f-glukozidaza i
endopoligalaktorunaza. Ovaj kvasac se koristi i kao izvor enzima koji se rjede primjenjuju u
industriji, a to su protein-fosfataze, karboksipeptidaze te aminopeptidaze. U tablici 1 se moze
vidjeti pregled dosad izoliranih enzima koje proizvodi kvasac Kluyveromyces marxianus i drugi

kvasci iz ovog roda te njihovu mogucu upotrebu (Fonseca i sur., 2008).



Tablica 1. Enzimi koje proizvode kvasci

iz roda Kluyveromyces te njihova upotreba (Fonseca i

sur., 2008)

Enzim Upotreba Soj Referenca
proizvodnja K. fragilis ATCC 12424; | Workman i Day (1984);
fruktoznog sirupa | K. marxianus CBS 6397; | Rouwenhorst i  sur.

Inulinaza iz zaliha hranjivih | K. marxianus CBS 6556 | (1988);
tvari koje sadrze Rouwenhorst i sur.
inulin (1990a,b)
redukcija laktoze | K.  fragilis  (several | Mahoney i sur. (1975);
sadrzane u hrani | strains); Gongalves i Castillo
K. marxianus NCYC 111; | (1982);
p —galaktozidaza K. marxianus ATCC | Bacci i sur. (1996);
10022; Brady i sur. (1995);
K. marxianus IMB3; K. | Martins i sur. (2002)
marxianus CBS 6556
hidroliza K. fragilis ATCC 12424 | Raynal i Guerineau
p-glukozidaza celuloznih (1984); Leclerc i sur.
materijala (1987)
smanjenje K. marxianus CCT 3172; | Jia i Wheals (2000)
endo- viskoznosti u|CCT 3172 (mutant);
poligalaktorunaza | produktima neidentificiran izolat
prerade voca (NCYCQC)

protein fosfataza

modifikacija sira

K. marxianus (neodreden

S0j)

Jolivet i sur. (2001)

karboksipeptidaza

smanjenje gorkog
okusa hrane koja

sadrZi proteine

K. marxianus (vlastiti

izolat)

Ramirez-Zavala i sur.
(2004b)

aminopeptidaza

izravna prerada ili
starenje mlijenih
ili proizvoda

prerade mesa

K. marxianus (vlastiti

izolat)

Ramirez-Zavala i sur.
(2004a)




Uz kvasac Kluyveromyces marxianus, treba spomenuti kvasac Kluyveromyces lactis koji
je izabran kao modelna vrsta unutar roda Kluyveromyces. Pripada skupini Crabtree-negativnih
kvasaca, a moze koristiti i laktozu kao izvor ugljika. Jedan od razloga zasto je Kluyveromyces
lactis izabran kao modelna vrsta je nedovoljna istraZzenost te razumijevanje fiziologije vrste
Kluyveromyces marxianus. Sve ¢es¢a upotreba kvasca Kluyveromyces marxianus proizasla je iz
raznih prednosti kao $to su rast na razli¢itim supstratima, rast pri visim temperaturama i moguénost
proizvodnje etanola pri visim koncentracijama Secera U odnosu na Kluyveromyces lactis. Takoder
treba uzeti u obzir raznolikost izvora iz kojih su izolirani sojevi kvasca Kluyveromyces marxianus,
koja za posljedicu ima metaboli¢ku raznolikost te raznovrsniju primjenu u biotehnoloskim

procesima (Fonseca i sur., 2008).

Nekoliko sojeva Kluyveromyces marxianus imaju GRAS (eng. Generaly Regarded As
Safe) status pa ne postoji takva vrsta prepreke u koristenju navedenog kvasca u industrijskoj
proizvodnji. Vrste koje su oznacene GRAS statusom mogu se industrijski primijeniti u proizvodnji
aromati¢nih spojeva (voéni esteri, furani, karboksilne kiseline, alkoholi, izoamil-acetat i dr.)
(Zhang i sur., 2020a).

Za Kluyveromyces marxianus poznato je da proizvodi razlicite ekstracelularne enzime
(tablica 1). To je jos jedna znacajna prednost, obzirom da se smanjuju troskovi procesa izdvajanja
i pro¢i§cavanja, odnosno ,,downstream* procesa. Ova vrsta kvasca proizvodi enzim pektinazu koja
se koristi u preradivanju voénih sokova, maceraciji povrca, ekstrakciji ulja i formulaciji hrane za
zivotinje. Jo§ jedan od ekstracelularnih enzima Kkoje proizvodi ovaj kvasac je
endopoligalakturonaza te u odnosu na proizvodnju s pomocu plijesni iz roda Aspergillus ima
odredene ekonomske prednosti. Najvise endopoligalakturonaze proizvodi se u stacionarnoj fazi,
za razliku od pektinaza koje se uglavnom proizvode u eksponencijalnoj fazi rasta. Industrijski vrlo
bitan enzim, inzulinaza je takoder jedan od enzima koji se mogu proizvesti s pomocu kvasca
Kluyveromyces marxianus. Uloga inulinaze je da provodi endohidrolizu -(2,1,)-D-fruktozidnih
veza u inulinu te se ovaj enzim moze koristiti u proizvodnji fruktoznog sirupa iz inulina (Fonseca
i sur., 2008).



Nadalje, Kluyveromyces marxianus moze posluziti kao izvor oligonukleotida koji se
koriste kao pojacivaci okusa u prehrambenim proizvodima, kao prebiotici te imunostimulatori

dodani mlije¢nim proizvodima (Scharpf i sur., 1986).

Jos jedna grana u kojoj se moze koristiti navedeni mikroorganizam je bioremedijacija, za
uklanjanje bakrenih i olovnih iona iz otpadnih voda, koriste¢i melasu kao izvor hranjive tvari
(Aksu i Dénmez, 2000).

2.3. METABOLIZAM KVASCA Kluyveromyces marxianus

lako se tradicionalno klasificira kao Crabtree-negativan kvasac, neke studije pokazuju
prisutan pozitivan Crabtree uc¢inak kod navedenog kvasca jer je sposoban istovremeno provoditi
respiratorni metabolizam i fermentaciju. Kvasac Kluyveromyces marxianus vrlo je djelotvoran
proizvoda¢ etanola te se kategorizira kao jedan od brzorastu¢ih mikroorganizama medu

eukariotima sa specifiénom brzinom rasta od 0,6 do 0,8 h™* (Lane i Morrisay, 2010).

Kvasac K. marxianus moze rasti na glukozi, fruktozi, ksilozi, galaktozi, laktozi i inulinu
kao jedinim izvorima ugljika prisutnim u hranjivoj podlozi (Pentjuss i sur., 2017). Transport i

metabolizam izvora ugljika kod kvasca K. marxianus prikazan je na slici 2.

Specifican je po tome Sto moze koristiti laktozu kao izvor ugljika, za razliku od kvasca
Saccharomyces cerevisiae. Laktoza je prisutna u sirutki koja predstavlja jeftinu kompleksnu
sirovinu za rast mikroorganizama, a dostupna je u velikim koli¢inama (Zafar i Owais, 2006).
Koristenje laktoze kao izvora ugljika omogucuju mu dva do sada identificirana gena, a to su
LAC12, koji kodira laktoza permeazu potrebnu za transport laktoze u stanicu i LAC4, koja kodira
zaenzim f-galaktozidazu koja hidrolizira laktozu u monomere glukozu i galaktozu. Rast na ksilozi
druga je prednost ovog kvasca u odnosu na kvasac S. cerevisiae te daje mogucnost koriStenja ovog

kvasca u proizvodnji etanola i biokemikalija iz lignoceluloznih sirovina (Lane i Morrisay, 2010).



Osim navedenih Secera, kvasac moze rasti i na galaktozi dok je prisutna kao jedini izvor
ugljika. Ako su u podlozi prisutni drugi Seceri kao glukoza ili laktoza, dolazi do katabolicke
represije izvorom ugljika te se primarno tro$e navedeni Seceri, a tek onda galaktoza (Beniwal i
sur., 2017). Kluyveromyces marxianus moze koristiti arabinozu kao izvor ugljika pri ¢emu
proizvodi arabitol, ali ju ne moze fermentirati do etanola (dobivaju se neznatni prinosi etanola)
(Du i sur., 2019; Rodussamee i sur., 2011).

Glicerol je tipicni nusprodukt fermentacije etanola, a nastaje kao odgovor na potrebu
uravnotezenja citoplazmatske oksidacije NADH u slu¢ajevima kad nije moguca oksidacija NADH
putem lanca za transport elektrona, odnosno kod ograni¢ene opskrbe kisikom (Pentjuss i sur.,
2017). Glicerol takoder moze sluziti kao supstrat, odnosno sirovina u bioprocesima, buduci da je
ucinkoviti ko-supstrat za proizvodnju NADPH tijekom redukcije ksiloze u ksilitol pomo¢u kvasca

Kluyveromyces marxianus (Zhang i sur., 2020b).
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Slika 2. Transport i metabolizam ugljika kod kvasca K. marxianus (prilagodeno iz Pentjuss i sur., 2017)
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2.4. UTJECAJ TEMPERATURE NA RAST | AKTIVNOST KVASCA

Poznato je da na rast mikroorganizma u odredenoj okolini, utjecaj imaju razni parametri
kao $to su temperatura, pH i raspolozivost hranjivih tvari. Ako neki od navedenih uvjeta nisu
optimalni za mikroorganizam, mogu imati negativan utjecaj na njegov rast (Ho i Powel, 2014).
Mikroorganizmi u svom prirodnom stanistu mogu rasti u temperaturnom rasponu od -10 °C do
110 °C. S obzirom na temperaturu rasta, mikroorganizmi se mogu podijeliti u tri glavne skupine:
1.) PSIHROFILI (od 0 °C do 20 °C) koji mogu rasti u antarktickom i arktickom ledu te u dubokim
oceanima. Ovoj skupini pripadaju uglavnom alge, bakterije, gljive i protozoe.

2.) MEZOFILI (od 20 °C do 45 °C ) kojima pripada vecina kvasaca.

3.) TERMOFILI (od 45 °C do vise od 90 °C) mogu rasti u vulkanskim izvorima, zemljistu i u
vru¢im izvorima, kao 1 u stajskom gnojivu.

Za svaki mikroorganizam postoji minimalna, optimalna i maksimalna temperatura razvoja koje
ovise o nizu ¢imbenika (starost, uvjeti okoline, enzimi organizma i dr.) (Durakovi¢ i RedZepovi¢,

2002; Durakovi¢, 1996).

Temperatura je jedan od najvaznijih fizickih parametara koji imaju izravan utjecaj na rast
kvasaca. Vecina kvasaca koji se koriste za proizvodnju etanola su mezofilni mikroorganizmi koji
mogu rasti u rasponu temperature od 0 °C do 40 °C. Ipak za rast kvasaca iz roda Saccharomyces,
pozeljno je da temperatura bude izmedu 25 i 35 °C (Ho i Powel, 2014). Na slici 3 prikazani su

rasponi temperatura pri kojima mogu rasti neke vrste kvasaca.
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Slika 3. Rasponi temperatura u kojima mogu rasti neke vrste kvasaca (prilagodeno iz Van Uden,
1985)

Kvasac Kluyveromyces marxianus moze rasti u velikom rasponu temperatura. lako je
karakteriziran kao termofilni mikroorganizam, pri temperaturama vi§im od 40 °C dolazi do
inhibicije rasta. Vivier i sur. (1993) odredivali su utjecaj fizikalno-kemijskih uvjeta na dva razlicita
soja kvasca Kluyveromyces marxianus. Dobiveni rezultati su pokazali da je minimalna temperatura
rasta za oba soja bila -1 °C, optimalna temperatura 36 °C, a rast oba kvasca bio je inhibiran pri
temperaturama od 44, odnosno 48 °C. Vecina ostalih provedenih istrazivanja pokazala su da
optimalna temperatura za rast kvasca Kluyveromyces marxianus tijekom proizvodnje f-
galaktozidaze iznosi 30 °C (Furlan i sur., 2001; Rech i sur., 1999; Fiedurek i Sczcodrak, 1994).
Istrazivanja su pokazala da je optimalna temperatura za proizvodnju etanola pomocu kvasca

Kluyveromyces marxianus 40 °C (Yanasa i sur., 2010; Banat i sur., 1996).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Kao radni mikroorganizam u ovom radu koristen je kvasac Kluyveromyces marxianus
NBRC 1777 iz zbirke organizama NBRC Culture Collection (NBRC, Japan), a izoliran je iz tlau

Japanu.

3.1.2. Kemikalije

Popis, ¢isto¢a i podrijetlo kemikalija koje su koristene u radu nalazi se u tablici 2.

Tablica 2. Cistoé¢a i podrijetlo kemikalija za pripremu hranjivih podloga i otopina

Kemikalija

Cistoca

Proizvodac¢

YPD broth

za upotrebu u biotehnologiji

Fisher BioReagents, SAD

agar

za upotrebu u biotehnologiji

Liofilchem, Italija

glukoza monohidrat

99+ %

Sigma-Aldrich, SAD

cinkov sulfat 7-hidrat

p.a.

Gram-Mol, Hrvatska

sumporna kislina

za UPLC, 96 %

Merk, Njemacka

3.1.3. Hranjive podloge

Cista kultura kvasca K. marxianus NBRC 1777 odrzavana je na &vrstim YPD hranjivim

podlogama u Petrijevim zdjelicama. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma i za provedene uzgoje

bila je YPD tekuca podloga. Sastav koristenih podloga prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Sastav tekuce i ¢vrste YPD podloge

Komponenta podloge Tekuéa YPD podloga Cvrsta YPD podloga
glukoza (g L?) 20 20
kvaséev ekstrakt (g L?) 10 10
pepton (g L?) 20 20
agar (g LY - 20

3.1.4. Aparatura i pribor
3.1.4.1. Spektrofotometar

Za odredivanje opticke gustoce (4 = 600 nm) uzoraka izuzetih tijekom uzgoja koristen je
spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD). Opticka gustoca
uzoraka odredena je u staklenim kivetama promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena,

Njemacka).

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

Uredaj za tekuéinsku 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 pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic
Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovarajué¢im pretkolonama, detektora indeksa
loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao
mobilna faza koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka
iznosio je 10 uL, a protok mobilne faze (0,0025 M H2S04) 0,6 mL min™,
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3.1.4.3. Ostala oprema i programi

- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija);

- 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)

-SigmaPlot ver 11.0 (Systat Software, SAD)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjivih podloga

Cvrste hranjive podloge pripremljene su tako §to se u odreden volumen demineralizirane
vode dodala izratunata i odvagana masa komercijalno dostupne YPD podloge (50 g L™; Fisher
BioReagents, SAD) i agara (20 g L%; Liofilchem, Italija). Zatim se hranjiva podloga sterilizirala u
autoklavu (121 °C/20 minuta) i izlijevala u Petrijeve zdjelice u sterilnim uvjetima. Na ohladenu

hranjivu podlogu nacijepljene su kulture kvasca pomoc¢u mikrobioloske usice.

Podloge za wuzgoj inokuluma pripremljene su tako da se u odreden volumen
demineralizirane vode dodala izracunata i odvagana koli¢ina komercijalno dostupne YPD podloge
(50 g L'%; Fisher BioReagents, SAD). Po 10 mL podloge prebaceno je u epruvete i sterilizirano u
autoklavu (121° C/20 min). Tako pripremljena podloga sluzila je za uzgoj inokuluma za uzgoje u

vec¢em mjerilu.

Za uzgoj kvasca koristena je YPD podloga. Podloga se priprema tako da se u 250 mL
demineralizirane vode doda izra¢unata koli¢ina komercijalno dostupne YPD podloge (50 g L;
Fisher BioReagents, SAD). Tako pripremljene podloge sterilizirane su u autoklavu (121 °C/20

min).

3.2.2. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777

Tekucée YPD podloge (V = 250 mL; pripremljena kao §to je opisano u poglavlju 3.2.1) u
tikvicama inokulirane su s 5 % (vol/vol) inokuluma uzgojenog preko noci (~ 18 h/28 °C). Uzgoj
je proveden u anaerobnim uvjetima (za postizanje anaerobnih uvjeta koristene su vreljnjace) na
magnetnoj mijesalici (n = 200 min™) pri razli¢itim temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C i 50 °C).
Uzorci za analizu uzimani su u redovitim vremenskim intervalima. U izuzetim uzorcima
odredivana je opticka gustoéa pri 600 nm (poglavlje 3.3.1.), koncentracija biomase kvasca
(poglavlje 3.3.2.) te je UPLC analizom odredena koncentracija supstrata i produkata fermentacije

(poglavlje 3.3.3.). Iz odredenih vrijednosti izraunati su neki parametri bioprocesa (poglavlje 3.4.).
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3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje opticke gustoce uzoraka

Opticka gustoca uzoraka odredivana je pomocu UV/Vis spektrofotometra Cary 100 UV-
Vis (Agillent Technologies, USA) pri valnoj duljini od 600 nm (ODeoo). Mjerena je opticka

gustoca prvog decimalnog razrjedenja uzorka.

3.3.2. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kvasca

Nakon izuzimanja uzorka, 5 mL uzoraka preneseno je u prethodno izvaganu plasti¢nu
kivetu te je zatim centrifugirano 5 minuta pri 6000 okretaja/min (centrifuga SL 8R
ThermoScientic; Waltham, Massachusetts, SAD). Nakon centrifugiranja supernatant je izdvojen,
a talog je stavljen na susenje pri 100 °C do konstantne mase. Nakon toga kivete su ohladene u
eksikatoru te im je izvagana masa. Koncentracije biomase kvasca, yx (g L™?), odredena je prema

sljedecoj ovisnosti:
mkb—mk

e =" [ L7"] [3-1]
gdje je

Mkp - Masa Kivete s biomasom [g]

mk - masa prazne kivete [g]

Vuz - volumen uzorka [L]

3.3.3. Odredivanje koncentracije supstrata i produkata fermentacije UPLC metodom

Koncentracije supstrata (glukoza) i produkata fermentacije (etanol, glicerol, octena
kiselina) odredene su teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti (UPLC; poglavlje
3.1.4.2.). Uzorci za UPLC analizu pripremljeni su kako je opisano u poglavlju 3.3.3.1. Dobiveni
kromatogrami obradeni su pomocu rafunalnog programa OpenLAB CDS, a nepoznate
koncentracije detektiranih spojeva u uzorcima odredene su prema jednadzbama bazdarnih

dijagrama (tablica 4).
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Tablica 4. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekuéinskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Spoj Retencijsko vrijeme, Jednadzba baZdarnog pravca R2(-)
tr (Min)

Etanol 11,1000 + 0,0000 A = 361299,75 yetanol + 27468.6 | 1,0000
Glicerol 7,0067 + 0,0007 A =120817 yalicerol — 3671,6 0,9997
Glukoza 4,7000 £ 0,0000 A = 132342 yciukoza + 1503,7 0,9999

Octena kiselina 7,7924 + 0,0045 A =8664,6 yoctenakiselina — 67,234 | 0,9992

A= povrsina

3.3.3.1. Priprema uzoraka za UPLC analizu

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (poglavlje 3.3.2.) kori$ten je za pripremu

uzoraka za UPLC analizu. Po 750 pL supernatanta uzorka dodano je u 750 pL otopine cinkovog

sulfata heptahidrata koncentracije 100 g L. Dobivena otopina zatim se intenzivno izmijesala 20

sekundi i ostavila na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Nakon toga uzorci su centrifugirani 10

minuta na 10 000 o/min. Centrifugiranjem su istalozeni proteini i necisto¢e. Tako dobiven uzorak

zatim je razrijeden tako $to smo 750 uL uzorka dodali u 750 uLL demineralizirane vode. Razrijedeni

uzorci su zatim profiltrirani kroz filter s porama veli¢ine 0,20 um. Tako pripremljeni uzorci

koristeni su za UPLC analizu.
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3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

3.4.1. Prinos biomase (Yx)
Yy =X-X) [gL7]

Xo - pocetna koncentracija biomase [g L™]

X - konaéna koncentracija biomase [g L]

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

Po - pocetna koncentracija produkta [g L™]

P - konaéna koncentracija produkta[g L]

3.4.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu (Yx/s)

- XX _AY_ ¥x 1
YX/ = Gos) a5 as 1887

So, Xo - poéetne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],
S, X - kona¢ne koncentracije supstrata, odnosno biomase [g L],

(Mari¢ i Santek, 2009).

3.4.4. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (Yeys)

Pl S0S) AS AS

[ggt]

So, Po - poéetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
S, P - konaéna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
(Marié i Santek, 2009).

3.4.5. Brzina potroSnje supstrata (Igic)
Ln(S)=rs-t+b

[3-2]

[3-3]

[3-4]

[3-5]

[3-6]
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3.4.6. Brzina nastajanja produkta (re)
Ln(P)=t,-t+b

Gdje P moze bit etanol (EtOH) ili glicerol

3.4.7. Maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase (Jm)
Ln(X)=p, -t+b

3.4.8. Produktivnost (Pr)
Yx ili Yp
ty

Pr= [gL™' h71]

Yx - prinos biomase [g L]
Ye- prinos produkta [g L]
tu- ukupno vrijeme bioprocesa [h]

[3-7]

[3-8]

[3-9]

20



4. REZULTATI | RASPRAVA

Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 odabran je izmedu 16 razlicitih vrsta ne-
Saccharomyces kvasca kao mikroorganizam koji moze rasti na gotovo svim ugljikohidratima
prisutnim u lignoceluloznim sirovinama te moze rasti u podlozi s visokim koncentracijama
organskih kiselina (Loncar, 2019; Mrak, 2019). Kako do sada nisu poznati osnovni biokinetic¢ki i
procesni parametri rasta i proizvodnje etanola i drugih produkata fermentacije kvasca K.
marxianus NBRC 1777, u ovom radu proveden je uzgoj ovog ne-Saccharomyces kvasca u YPD
podlozi pri razli¢itim temperaturama (20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C) u anaerobnim uvjetima. Na
temelju ovih rezultata mogu se odrediti optimalni procesni parametri za proizvodnju etanola s

pomocu ovog kvasca u ve¢em mjerilu.

Rezultati provedenih istrazivanja podijeljeni su u sljedeca poglavlja:

a) Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 20 °C (poglavlje
4.1)

b) Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 30 °C (poglavlje
4.2)

c) Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 40 °C (poglavlje
4.3)

d) Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 50 °C (poglavlje
4.4.)

e) Odredivanje kineti¢kih parametara za proizvodnju etanola s pomocu kvasca K. marxianus

NBRC 1777 (poglavlje 4.5.)
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4.1. UZGOJ KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 U YPD PODLOZI PRI 20 °C

Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 proveden je u YPD podlozi koja je
sadrzavala kvasdev ekstrakt (10 g L), pepton (20 g L) i glukozu (10 g L1). Uzgoj je proveden
na magnetnoj mijesalici pri brzini okretaja mijesala od 200 min™ u anaerobnim uvjetima pri
temperaturi od 20 °C. Tijekom uzgoja pracena je promjena opticke gustoce podloge pri 600 nm
(ODeoo, vidi prilog 7.2.), koncentracija suhe tvari biomase (poglavlje 3.3.2.), koncentracije glukoze
i produkata fermentacije poput etanola, glicerola i octene kiseline (poglavlje 3.3.3.).

Na slici 4 prikazana je promjena glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom uzgoja
kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 20 °C u anaerobnim uvjetima,
a u tablici 5 prikazani su pokazatelji uspje$nosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC
1777 u YPD podlozi pri 20 °C u anaerobnim uvjetima. Anaerobni uvjeti tijekom uzgoja osigurani

su koriStenjem vreljnjace.

7x» Wylicerol (9 L_l)

| - 2.0
20
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Slika 4. Promjena koncentracije glukoze (" ), biomase (), etanola (®) i glicerola (®) tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 20 °C u anaerobnim

uvjetima
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Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 20 °C, moze se uociti
da se kvasac u fazi prilagodbe nalazi vrlo kratko (tiag = 1 h; slika 4, tablica 5), dok vrijeme trajanja
eksponencijalne faze iznosi oko 8 h. Bioproces proizvodnje etanola s pomocu ovog kvasca pracen
je 28 h, tijekom kojeg je kvasac utrosio svu glukozu iz podloge i proizveo 8,43 g L™ etanola uz
koeficijent konverzije glukoze u etanol od 0,43 g g™* te produktivnost od 0,6 geton L™ h? (tablica
5). U svom istrazivanju 1987., Bajpai i Margaritis odredivali su utjecaj temperature i pH na
proizvodnju etanola iz ekstrakta jeruzalemske articoke s pomocu imobiliziranih stanica kvasca K.
marxianus. Pri uzgoju na 25 °C, proizvedeno je 44,5 gewon L uz koeficijent konverzije secera u
etanol od 0,485 g g*.

Osim etanola, ovaj kvasac u navedenim uvjetima proizvodi male koli¢ine glicerola (ygicerol
= 0,47 g L), uz koeficijent konverzije glukoze u glicerol od 0,02 g g (slika 4, tablica 5). Octena
kiselina nije detektirana tijekom ovog uzgoja. Ostali biokineti¢ki parametri poput specifi¢ne brzine
rasta, brzine potrosnje supstrata i brzine proizvodnje produkata prikazani su graficki (slike 8-11)
u poglavlju 4.5. kako bi se lakse vizualno i raunski odredio trend promjene navedenih vrijednosti

S promjenom temperature uzgoja.

Tablica 5. Pokazatelji uspjesnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD

podlozi pri 20 °C u anaerobnim uvjetima

tlag 1h

teksp 8h

Yxis 0,08gg?
Yetanol/s 043gg?
Y glicerol/s 0,02gg?

Prx 0,06gL1h?
P etanol 030gLTh?
Prgiycerol 0,02gLh?
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4.2. UZGOJ KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 U YPD PODLOZI PRI 30 °C

Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 uzgojen je i u YPD podlozi pri 30 °C (slika
5) u istim uvjetima (n = 200 min*, anaerobno). I tijekom ovog uzgoja pracena je promjena glukoze,
biomase i produkata fermentacije (etanola i glicerola). 1z dobivenih rezultata izra¢unati su osnovni

biokineticki parametri (tablica 6).
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Slika 5. Promjena koncentracije glukoze ("), biomase (), etanola (®) i glicerola (X) tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 30 °C u anaerobnim
uvjetima
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Faza prilagodbe, odnosno lag faza trajala je 1 h dok je trajanje eksponencijalne faza
iznosilo 7 h. Za razliku od uzgoja provedenog pri 20 °C, trajanje eksponencijalne faze znacajno je
krace te je kvasac veé nakon 8 sati utro§io gotovo svu glukozu iz podloge (yglukoza, sh = 0,67 g LL;
slika 5). U anaerobnim uvjetima glavni produkt fermentacije je etanol (yetanol, 25n = 8,86 g L?; slika
5). Koeficijent konverzije glukoze u etanol 15 % je veci od koeficijenta konverzije glukoze u etanol
pri uzgoju provedenom pri 20 °C te iznosi 0,46 g g (tablica 6). Vrijednost produktivnosti od 0,35
geion LT h?t je oko 17 % veca od iste vrijednosti odredene pri uzgoju provedenom pri 20 °C.
Koeficijent konverzije glukoze u glicerol (Ygiiceroliglukoza = 0,01 g g™4), prinos (Ygiicerot = 0,27 g L) i
produktivnost glicerola (Prgiicerol = 0,01 g L™ h%; tablica 6, slika 5) vrlo su niski, sli¢no kao i kod
uzgoja provedenog pri 20 °C (tablica 5, slika 4).

Goshima i sur. (2013) proizvodili su bioetanol iz lignoceluloznih sirovina s pomoc¢u kvasca
K. marxianus NBRC 1777. Tijekom uzgoja na YPD podlozi pri 30 °C, vodenog 72 h, proizvedeno
je 17,85 geron L2, $to je 50 % vise od vrijednosti dobivene u ovom radu, za razliku od koeficijenta
konverzije glukoze u etanol koji je iznosio 0,457 g g, odnosno bio gotovo jednak dobivenoj
vrijednosti. Lopez i sur. (2014) ispitivali su interakcije izmedu dva kvasca, Saccharomyces
cerevisiae i Kluyveromyces marxianus, tijekom fermentacije pri 30 °C u procesu proizvodnje
tekile. Istrazivanje je pokazalo da osim etanola i biomase kao nusprodukt nastaje odredena koli¢ina
glicerola. Oba kvasca imala su jednak koeficijent konverzije etanola, koji je iznosio 0,38 g g.
Ipak Kluyveromyces marxianus postigao je veéi koeficijent konverzije glicerola, 0,046 g g, za

razliku od Saccharomyces cerevisiae ¢iji koeficijent konverzije iznosi 0,037 g g™.
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Tablica 6. Pokazatelji uspjeSnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD
podlozi pri 30 °C u anaerobnim uvjetima

tlag 1h
teksp 7h
Yxis 0,09gg*
Y etanol/glukoza 0,46gg™
Y glicerol/glukoza 001gg?
Prx 0,07gLtht
PTetanol 035gL*h?
Prglycerol 001gL*h?

4.3. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 40 °C

Kvasac K. marxianus je kategoriziran kao termotolerantni kvasac kojim se moze
proizvoditi etanol i pri temperaturama visim od 40 °C, a odredeni sojevi mogu rasti i pri
temperaturi od 52°C (Lane i Morrissey, 2010). Stoga je proveden uzgoj ovog kvasca pri 40 °C i
pri 50 °C (poglavlje 4.4.) u anaerobnim uvjetima.

Promjena glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 40 °C u anaerobnim uvjetima prikazana je na slici 6, a
u tablici 7 prikazani su pokazatelji uspjeSnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777
u YPD podlozi.
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Slika 6. Promjena koncentracije glukoze (* ), biomase (), etanola (®) i glicerola (®) tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 40°C u anaerobnim

uvjetima

Tijekom uzgoja kvasca K. marxianus pri 40 °C, lag faza trajala je 2 h, a eksponencijalna
faza 6 h. lako je bioproces proizvodnje etanola pracen tijekom 28 h, ve¢ nakon 9 h uzgoja iz
podloge je iscrpljeno vise od 95 % glukoze (ygiukoza, oh = 0,49 g L2; slika 6) $to je za 1 h duze nego
kod uzgoja pri 30 °C (slika 5, poglavlje 4.2.). Glavni produkt metabolizma je etanol uz koeficijent
konverzije glukoze u etanol od 0,45 g g i produktivnost procesa od 0,32 geton L2 hL,

U svom istrazivanju Abdel-Banat i sur. (2010) usporedivali su tradicionalni proces
proizvodnje etanola s pomocu kvasca Saccharomyces cerevisiae i s pomocu kvasca
Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042 na melasi pri temperaturama od 35 do 45 °C.
Istrazivanje je pokazalo da kvasac Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042 pri temperaturama
od 35 i 40 °C proizvodi najvise etanola (=58 g L™! nakon 12 h fermentacije) te iscrpi sav supstrat

iz podloge, dok pri temperaturi od 45 °C etanol se proizvodi sporije (=25 g L™ nakon 12 h
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fermentacije) i tek nakon 24 h procesa je sva saharoza utroSena iz podloge i proizvedeno je oko 48

g L etanola.

Tijekom svih provedenih uzgoja, proizvodi se glicerol, ¢iji koeficijent konverzije glukoze
u etanol pri temperaturi uzgoja od 40 °C iznosi 0,05 g g, a produktivnost 0,04 ggiicerot L 2. 12
literature je poznato da prinos glicerola raste s porastom temperature kod Saccharomyces i ne-
Saccharomyces kvasaca (lvit i sur., 2020). Prinos glicerola najveci je pri 40 °C (Yglicerot = 0,86 g L
1-slika 6).

Tablica 7. Pokazatelji uspjesnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD

podlozi pri 40 °C u anaerobnim uvjetima

tlag 2h
teksp 6 h
Yxis 0,09gg’?
Y etanol/glukoza 0,45gg™
Y glicerol/glukoza 0,05gg™
Pry 0,06g LTh?
Pretanol 0,32gL'h?
Pralycerol 0,04gLth?

4.4. Uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 50 °C

Kvasac K. marxianus moze rasti pri temperaturi od 42 °C do 52 °C u aerobnim uvjetima
(Abdel-Banat i sur., 2010; Fonseca i sur., 2008), a etanol moze proizvoditi u rasponu temperatura
od 38 °C do 45 °C (Abdel-Banat i sur., 2010). Autori Anderson i sur. (1986) istrazivali su utjecaj
visoke temperature na proizvodnju etanola i vijabilnost stanica razlicitih sojeva kvasaca K.
marxianus (39 °C do 47 °C).
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Stoga je proveden uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 i proizvodnja
etanola u YPD podlozi pri 50 °C u anaerobnim uvjetima (slika 7) kako bi se odredila moguénost
provodenja procesa proizvodnje etanola pri 50 °C te odredili osnovni pokazatelji uspjes$nosti rasta

i proizvodnje etanola s pomocu ovog kvasca (tablica 8).
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Slika 7. Promjena koncentracije glukoze (* ), biomase (), etanola (®) i glicerola (®) tijekom
uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri 50 °C u anaerobnim
uvjetima

Tijekom uzgoja pri 50 °C ovaj kvasac nije imao fazu prilagodbe (tiag = O h; slika 7, tablica
8), a eksponencijalna faza rasta trajala je svega 5 h nakon ¢ega kvasac ulazi u stacionarnu fazu
rasta i fazu odumiranja (slika 7) iako je u podlozi prisutna glukoza. Istrazivanja autora Anderson i
sur. (1986) o prezivljavanju stanica pri temperaturama u rasponu od 39 °C do 47 °C u podlozi sa
glukozom i etanolom u koncentraciji od 7 % (vol/vol) pokazuju znacajan pad broja zivih stanica.

Tako pri temperaturi od 47 °C nakon 2 h broj zivih stanica je smanjen na 60 do 70 %, nakon 4 h
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broj zivih stanica pri ovoj temperaturi svega 20 do 25 %, a nakon 12 h sve stanice su bile
inaktivirane/mrtve. Stoga se i u ovom radu moze pretpostaviti sinergisticki efekt visoke

temperature i etanola na smanjenje aktivnosti stanica.

Tijekom ovog procesa proizvedene su vrlo male koncentracije etanola (Yewon = 3,50 g L)
stoga su i vrijednosti za koeficijent konverzije glukoze u etanol i produktivnost procesa
proizvodnje etanola (racunato na So) su vrlo niske te mozemo zakljuciti da je temperatura od 50
°C previsoka za proizvodnju etanola i rast stanica ovog kvasca, iako se radi o termotolerantnom
kvascu. 1z dobivenih rezultata mozemo uociti I ostali pokazatelji uspjeSnosti procesa imaju

znacajno nize vrijednosti od onih odredenih pri 30 °C odnosno 40 °C.

Tablica 8. Pokazatelji uspjesnosti rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 i

proizvodnje etanola u YPD podlozi pri 50 °C u anaerobnim uvjetima

tlag Oh

teksp 5h

Yxis 0,04gg?
Yetanors 0,16gg™
Yglicerol/s 0,02gg?

Prx 0,04gLh?
Pretanol 0,15g Ltht
Prglycerol 0,02gLth?
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4.5. ODREPIVANJE OPTIMALNIH KINETICKIH PARAMETARA ZA PROIZVODNJU
ETANOLA S POMOCU KVASCA K. marxianus NBRC 1777

Uz prikazane promjene glukoze, biomase, etanola i glicerola tijekom uzgoja kvasca pri
razliCitim temperaturama te izraCunate pokazatelje uspjeSnosti procesa (poglavlje 4.1.-4.4.),
izraCunati su kineticki parametri (specifi¢na brzina rasta, maks; brzina potro$nje supstrata, rs;
brzina proizvodnje etanola, reton; i brzina proizvodnje glicerola, rgiicerol) za bioproces proizvodnje
etanola s pomocu kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 (slika 8-11). Koristenjem
Sigmaplot programa V11.0 (Systat, SAD) nelinearnom regresijom odredene su jednadzbe
(polinomi drugog stupnja) koje opisuju promjenu navedenih kinetickih parametara u ovisnosti o
temperaturi fermentacije i odgovarajuée R? vrijednosti kojima se opisuje slaganje

eksperimentalnih i vrijednosti dobivenih modelom (tablica 9).
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Slika 8. Promjene maksimalne specificne brzine rasta odredene tijekom uzgoja kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri temperaturama od 20 °C, 30
°C, 40 °C i 50 °C u anaerobnim uvjetima
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Slika 9. Promjene brzine potro$nje glukoze odredene tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces

marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri temperaturama od 20 °C, 30 °C, 40 °C i 50
°C u anaerobnim uvjetima
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Slika 10. Promjene brzine proizvodnje etanola odredene tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri temperaturama od 20 °C, 30 °C, 40 °C i 50
°C u anaerobnim uvjetima
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Slika 11. Promjene brzine proizvodnje glicerola odredene tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777 u YPD podlozi pri temperaturama od 20 °C, 30 °C, 40 °C i 50

°C u anaerobnim uvjetima

Fonseca 1 sur. (2007) odredili su odredene kineticke parametre kao Sto su specifi¢na brzina
rasta, specifi¢na brzina potro$nje supstrata i brzina potro$nje kisika za $arzni i kontinuirani uzgoj
kvasca K. marxianus ATCC 26548 u aerobnim uvjetima. Rodrussamee i sur. (2011) ispitivali su
rast kvasca Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042 i proizvodnju etanola koriste¢i razlicite
ugljikohidrate kao supstrate (glukozu, ksilozu, manozu, arabinozu) pri 30 °C i 45 °C u aerobnim i
mikroaerofilnim uvjetima. Tijekom rasta u mikroaerofilnim/staticnim uvjetima na glukozi pri
navedenim temperaturama odredena su maksimalne specifi¢ne brzine rasta od 0,59 h* za 30 °C,
odnosno od 0,09 h za uzgoj proveden pri 45 °C. U ovom radu maksimalna specifiéna brzina rasta

za kvasac K. marxianus NBRC 1777 odredena tijekom uzgoja u YPD podlozi pri 30 °C i iznosila
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je 0,42 h'! (slika 8), §to je oko 30 % manja vrijednost nego u radu Rodrussamee i sur. (2011) za
istu temperaturu fermentacije. Za fermentacije provedene pri 40 °C odnosno 50 °C odredene su
maksimalne specifi¢ne brzine rasta od 0,27 h™* odnosno 0,19 h' pa bi se moglo zakljugiti da je
ovaj soj kvasca K. marxianus, iako postize manju maksimalnu specificnu brzinu rasta

termotoleratniji od soja kvasca Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042.

Vrijednosti za brzinu potro$nje glukoze kretale su se u rasponu od 0,06 h™ (50 °C) do 0,28
h™ $to je odredeno pri temperaturi od 40 °C (slika 9). Vrijednosti odredene za brzinu proizvodnje
etanola kretale su se u rasponu od 0,23 (50 °C) do 0,35 h™* (30 °C), iako su na preostale dvije
testirane temperature ove vrijednosti bile vrlo sli¢ne i iznosile su 0,32 h*? (slika 10). Brzina
proizvodnje glicerola prati trend brzine proizvodnje etanola i tako je maksimalna vrijednost za
ovaj parametar odredena pri 30 °C (Fgiicerolt = 0,19 h™%, slika 11), a vrijednosti su se kretale u rasponu
od 0,11 do 0,19 h! (slika 11). Za navedene parametre nema dostupnih podataka iz literature za

usporedbu.

Podudaranje jednostavnih jednadzbi drugog stupnja s eksperimentalnim podatcima
prikazano je R? vrijednostima (tablica 9), koje se kre¢u u rasponu od 0,85 do 0,92, dobivenim
linearnom regresijom te se moze zakljuciti da ove jednostavni matematicki izrazi dobro opisuju

odnos kineti¢kih parametara i temperature fermentacije.

Tablica 9. Matematicki izrazi kojima se opisuju promjene kinetickih parametara u ovisnosti o
temperaturi fermentacije tijekom bioprocesa proizvodnje etanola s pomoc¢u kvasca K. marxianus
NBRC 1777

parametar jednadzba R?
Mmaks Hmaks = -0,4671+ 0,5050 - T - 0,0008 - T 2 0,90
lglukoza Fglukoza = -0,5031+ 0,0428 -T - 0,0006 - T 2 0,85
lEtOH retor = -0,1844+ 0,0362 - T- 0,0006 - T 2 0,92
Fglicerol Fglicerol = -0,2621+ 0,0264 -T- 0,0004 - T 2 0,91

T, temperatura (°C)
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5. ZAKLJUCCI

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

1. Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 raste u YPD podlozi, proizvodi etanol i
glicerol pri svim testiranim temperaturama (20, 30, 40 i 50°C) u anaerobnim uvjetima.

Octena kiselina nije detektirana u znacajnijim koli¢inama tijekom navedenih uzgoja.

2. Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 ima najvec¢u specifi¢nu brzinu rasta (U =
0,42 h'%) te brzine proizvodnje etanola (reon = 0,35 h™) i glicerola (rgiicerot = 0,19 h™®) pri
temperaturi od 30 °C. Pri ovoj temperaturi odredena je i najveca produktivnost proizvodnje
etanola (Pretor =0,36 g L™ hh).

3. Kaoeficijent konverzije glukoze u etanol i koeficijent konverzije glukoze u glicerol tijekom
provedenih uzgoja kreée se u rasponu od 0,16 do 0,45 g g%, tj. 0,01 do 0,05 g g™* te imaju
najvecu vrijednost tijekom uzgoja ovog kvasca pri 40 °C (Yewows = 0,45 g 9%; Yglicerols =

0,059 g™b).

4. lako je kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 kategoriziran kao termotolerantan
kvasac, tijekom uzgoja na 50 °C, vrijednosti koeficijenta konverzije glukoze u etanol i
produktivnosti procesa proizvodnije etanola su vrlo niske (Yewonis = 0,16 g g%; Precon = 0,15

g L't h) te iz podloge nije utrosena sva glukoza tijekom 24 sata uzgoja.
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7. PRILOZI

7.1. POPIS KRATICA

Prilog 1. Popis kratica uz navedene oznake veli¢ine, veli¢ine i jedinice

Oznaka velicine Veli¢ina Jedinica
tiag lag faza rasta [h]
teksp eksponencijalna faza rasta [h]
Yxis koeficijent konverzije supstrata u biomasu [0g1]
Yetanol/s koeficijent konverzije supstrata u etanol [0g7]
Yglicerol/s koeficijent konverzije supstrata u glicerol [097]
Yoctene kiselina/s koeficijent konverzije supstrata u octenu kiselinu [0g1]
Prxis produktivnost proizvodnje biomase [gLthY]
Pretanol/s produktivnost proizvodnje etanola [gL™hY]
Prglicerolis produktivnost proizvodnje glicerola [gL™hY]
Proctena kiselina/s produktivnost proizvodnje octene kiseline [gLthY]
rs brzina potro$nje supstrata [h*]
IP(etanol) brzina proizvodnje etanola [h*]
I'p(glicerol) brzina proizvodnje glicerola [h'
I'P(octena kiselina) brzina proizvodnje octene Kiseline [h'
Hmax maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [h?]




7.2. PROMJENA OPTICKE GUSTOCE TIJEKOM UZGOJA KVASCA K. marxianus
NBRC 1777 PRI RAZLICITIM TEMPERATURAMA

Prilog 2. Promjena opticke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri 20 °C
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Prilog 3. Promjena opticke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri 30 °C
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Prilog 4. Promjena opticke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri 40 °C
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Prilog 5. Promjena opticke gustoce tijekom uzgoja kvasca K. marxianus NBRC 1777 pri 50 °C



IZJAVA O 1ZVORNOSTI

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