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1. UvOD

Negativan utjecaj prekomjerne potros$nje rafiniranog Secera na zdravlje potaknuo je
potraznju potrosaca za zdravijim proizvodima koji sadrZe nutritivno prihvatljivije zamjene za
Secer (Rice i sur., 2019). Seéerni alkoholi su vrsta funkcionalnih seéera koji imaju jedinstvene
strukturna svojstva koja ih ¢ine potencijalno primjenjivim u biomedicinskim i biotehnoloskim
sektorima, kao sto su biomedicina, farmacija, zelena kemija i fermentirana hrana (Bilal i sur.,
2020). Znacajna karakteristika Se¢ernih alkohola je u njihovoj niskokalori¢noj ili nekalori¢noj
energetskoj vrijednosti, zbog Cega sluze kao zamjena za Secere u prehrambenoj industriji. Osim
Sto se dodaju hrani kao zasladivaci, prisutni su u razli¢itim koli¢inama u mnogo voca i povr¢a.
Do danas se vecina Secernih alkohola proizvodi kemijskim putem iz odgovarajuéih
ugljikohidrata visokog stupnja ¢istoce, ali o¢ekuje se prijelaz na koristenje obnovljivih sirovina

za proizvodnju Secernih alkohola (Erian i Sauer 2021; Rice i sur., 2019).

Lignocelulozne sirovine se smatraju privlaénim sirovinama zbog njihove dostupnosti u
velikim koli¢inama po relativno niskim cijenama, ¢ime se smanjuje trzi$no natjecanje s hranom,
ali ne nuzno i s hranom za zivotinje (Pavleci¢ i sur., 2010). Izazov u upotrebi lignoceluloznih
sirovina predstavlja potreba za prethodnom predobradom istih, kako bi se oslobodili

monomerni Seceri iz slozene strukture lignina, celuloze i hemiceluloze (Busi¢ i sur., 2018).

IzluZeni rezanci Secerne repe sporedni su proizvod industrije Secera koji nastaje nakon
ekstrakcije saharoze iz SeCerne repe. Visok sadrzaj polisaharida, te nizak udio lignina, ¢ini ovaj
proizvod atraktivnom sirovinom za biotehnolosku primjenu u proizvodnji visokovrijednih

proizvoda metabolizma (Vucurovi¢, 2015).

Kvasac Kluyveromyces marxianus je mikroorganizam koji moze rasti na pentozama te
pokazuje visoku produktivnost u proizvodnji (Karim i sur., 2020). Moze prezivjeti na razli¢itim
izvorima ugljika u industrijski povoljnim uvjetima zbog svoje specificne brzine rasta,
termotolerancije i otpornosti na kiseline (Leonel i sur., 2021). Fizioloska i metaboli¢ka
raznolikost Kluyveromyces marxianus kvasaca ¢ini ovaj kvasac obecavaju¢im radnim
mikroorganizmom za primjenu u biorafinerijama koje koriste ostatke lignocelulozne biomase
(Castillo-Plata i sur., 2022).

U ovom radu provedeno je istrazivanje s ciljem ispitivanja rasta i proizvodnje metabolita

s pomocu tri razli¢ita soja kvasca Kluyveromyces: Kluyveromyces marxianus NBRC 1777,



Kluyveromyces marxianus DKMU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CSB 712 na hranjivim
podlogama s razli¢itim glavnim izvorom ugljika. Za prijelaz u ve¢e mjerilo odabran je kvasac
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 te su istrazivanja rasta i proizvodnje glavnih metabolita
ovog kvasca provedena na razli¢itim hranjivim podlogama u bioreaktoru s mijesalom u
aerobnim i anaerobnim uvjetima. Kao hranjive podloge koristene su: hranjiva podloga koja
simulira sastav kiselinskog hidrolizata izluZzenih rezanaca Secerne repe, hranjiva podloga s
glicerolom te hranjiva podloga dobivena kiselinskom hidrolizom izluZenih rezanaca $ecerne
repe u visokotlacnom reaktoru. Na temelju dobivenih rezultata odredeni su osnovni biokineticki

parametri za navedene bioprocese.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignocelulozna biomasa je obecavajuéi obnovljivi izvor energije koji sve vise pronalazi
primjenu u biorafinerijskom pristupu s obzirom na globalnu dostupnost sirovine, njeno obilje
te mogucnost frakcioniranja za dobivanje razli¢itih biotehnoloSkih proizvoda i1 bioenergije
(Baptista i Domingues, 2022). Godine 2019. u Europi je u pogonu bilo vise od 40
lignoceluloznih biorafinerija koje su koristile lignoceluloznu biomasu, odnosno ostatake
dobivene iz Sumarstva, poljoprivrede ili agroindustrijskog otpada (Hassan i sur., 2019).
Lignoceluloza nastaje procesom fotosinteze kao rezultat rasta biljaka koje vodu i CO:2 koriste
za stvaranje monomernih Secera koje ugraduju u svoju lignoceluloznu strukturu. Sastavni
polimeri lignoceluloze su celuloza, hemiceluloza i lignin, dok u nekim sirovinama u manjem
dijelu mogu biti prisutni pigmenti, proteini stani¢ne stijenke, mineralne tvari i pektin (Chen,
2014). Celuloza 1 hemiceluloza medusobno se ispreplecu formiraju¢i vodikove veze te
ostvaruju¢i kristalini¢nu strukturu, dok se lignin kovalentno veZe na hemicelulozu ¢ine¢i ovu
sirovinu kompleksnim supstratom za mikroorganizme (Zoghlami i Paés, 2019; Andlar i sur.,
2018; Busic¢ i sur., 2018).

Celuloza je linearni polimer kemijske formule (CséH100s)n sastavljen od nekoliko stotina
do preko 10000 monomera D-glukoze koji su povezani f-1,4-glikozidnom vezom.
Oslobadanjem monomera glukoze iz polimerne strukture dobivamo fermentabilni secer koji se
moze koristiti kao izvor ugljika za rast mikroorganizama i proizvodnju biokemikalija i
biogoriva (Pacheco i sur., 2021). Grada celuloze obi¢no ukljucuje kristalno podrucje visokog
stupnja polimerizacije zbog ¢ega je vrlo otporna na kemijsku i enzimsku hidrolizu dok je
amorfni dio celuloze dostupan djelovanju celulitickih enzima. Udio celuloze obi¢no ¢ini 35 —

50 % lignocelulozne strukture (Kassaye i sur., 2016; Jonsson i sur., 2013).

Hemiceluloza je razgranati heteropolimer s kratkim bo¢nim lancima koji se sastoje od
dva ili viSe monosaharida. Grupe Secera koje su u sastavu hemiceluloza uglavnom su ksiloza i
arabinoza (pentoze) te glukoza, manoza, i galaktoza (heksoze) i njihovi razli¢iti derivati. Ovisno
0 uvjetima rasta kao i vrsti biljke varira udio pojedinih Secera u istoj. Hemiceluloza, iako je
razgranate strukture i nizeg stupnja polimerizacije u odnosu na celulozu, te samim time manje
¢vrstoce, predstavlja najsloZeniju komponentu stanicne stijenke lignoceluloznih sirovina
budu¢i da tvori kovalentne veze s ligninom te esterske veze s fenilpropanskom kiselinom i

acetilnim jedinicama (Malav i sur., 2017; Shafiei i sur., 2015; Chan, 2014; Jonsson i sur., 2013).



Lignin je vrlo slozeni amorfni heteropolimer s trodimenzionalnom strukturom koja se
sastoji od fenilpropanskih alkohola (kumaril-, koniferil- i sinapil-alkohol) povezanih
medusobno ugljik - ugljik te ugljik - kisik kovalentnim i esterskim vezama. Lignin je odgovoran
za mehanic¢ku ¢vrstocu stanine stijenke, nepropusnost, ograni¢ava dostupnost polisaharida
hidrolitickim enzimima, izgraduje sekundarnu stani¢nu stijenku koja se formira kada je biljka
u potpunosti razvijena, sluzi kao zastita od oksidativnog stresa i patogenih mikroorganizama te
zbog svojih hidrofobnih strukturnih dijelova moze ireverzibilno adsorbirati na svoju povrisnu

celulaze i druge enzime tijekom enzimske hidrolize (Zeng i sur., 2014; Kumar i Wyman, 2009;

Hendriks i Zeeman, 2009).
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Slika 1. Prikaz strukturne grade lignoceluloze (prema Potters i sur., 2010)

2.1.1. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Prvi korak i jedan od najvaznijih u biorafinerijama koje koriste lignoceluloznu sirovinu
kao supstrat je prethodna predobrada iste, da bi mikroorganizam mogao efikasno koristiti
prisutne Secere. Uspostavljeno je nekoliko razli¢itih na¢ina predobrade s izmjenama ovisno o
kemijskom sastavu biomase, cijeni reagensa i potrebne energije te utjecajima na okolis (Ali i
sur., 2020; Kucharska i sur., 2018). Vazno je napomenuti da se procesi predtretmana mogu
kategorizirati uglavnom u Cetiri tipa: a) fizikalni, b) kemijski, c) fizikalno-kemijski i d) bioloski
(Baruah i sur., 2018). Bioloska predobrada podrazumijeva koriStenje razli¢itih

mikroorganizama i odgovaraju¢ih lignocelulolitickih enzima koji razgraduju lignin i



hemicelulozu, kao $to su plijesni bijelog, smedeg i mekog truljenja te bakterije izolirane iz
razli¢itih prirodnih stanista (Andlar i sur., 2018). Kemijska predobrada lignocelulozne biomase
podrazumijeva da se suha usitnjena biomasa najces¢e uranja u otopine sumporne, klorovodi¢ne,
nitratne ili fosfatne kiseline kada je rijec o kiselinskoj predobradi, odnosno u otopinu, najcesce
koristene, natrijeve luzine kada je rije¢ o alkalnoj hidrolizi. Fizikalne metode predobrade koje
se koriste jesu mehani¢ko usitnjavanje, ekstruzija, zracenje i piroliza (Sun i sur., 2016; Kumar
i sur., 2009). Osim bioloske predobrade, ostale vrste predobrade uzrokuju stvaranja inhibitora
kao sto su furani (npr. furfural i 5-hidroksimetil furfural (HMF)), slabe kiseline (npr. octena
kiselina) i fenolni spojevi (npr. 4-hidroksibenzaldehid, vanilin ketol). Medu tim spojevima,
HMF 1 furfural, iako su obi¢no inhibitori fermentiraju¢ih organizama, mogu se bioloski
transformirati u vazne strukturne spojeve s primjenom u nekoliko industrija (Baptista i
Domingues, 2022). Nekoliko aspekata utjeCe na inhibicijsko optereéenje prisutno u
lignoceluloznim hidrolizatima, poput vrste biomase, radnih uvjeta te primijenjenog prethodnog
tretmana (Cunha i sur., 2019).

2.1.2. Izluzeni rezanci Secerne repe

Seéerna repa predstavlja najzastupljeniju sirovinu za proizvodnju Se¢era u industrijskom
procesu tijekom kojeg kao nusproizvod nastaje velika koli¢ina lignocelulozne biomase bogata
zaostalim Secerima. Najveci proizvodaci Secerne repe su zemlje Europske Unije s Francuskom
koja prednjaci kao najveéi svjetski proizvodaé, a osim u Europi uzgaja se na jo§ 4 kontinenata
s ukupnom obradenom povrsinom pod Se¢ernom repom od 4,76 milijuna hektara (Vojvodic¢
Cebin, 2019). IzluZeni rezanci Secerne repe Su nusproizvod koji ¢ini vise od 60 % pocetne svjeze
mase, a odli¢an su izvor lignocelulozne biomase bogate arabinozom, glukozom i ksilozom
(Perkovi¢ 2020). Sastav izluzenih rezanaca Secerne repe Cine razliciti polisaharidi (pektin 20-
30 %, celuloza 44 % i hemiceluloze 24 %), koji su prisutni u puno vecoj koncentraciji nego
lignin s maksimalnim udjelom od 4 %. Preostali udio zauzimaju proteini (7-10 %) i pepeo (5
%) (Zhang i sur., 2015). Rezance Secerne repe karakterizira 18-23 % suhe mase. Ovaj otpadni
materijal ima Sirok raspon potencijalnih primjena, uklju€ujuéi industriju biogoriva, obnovljivu
energiju, proizvodnju platformskih kemijskih reagensa i sto¢nu hranu (Usmani i sur., 2022;
Ubando i sur., 2020; Klein i sur., 2019). Trenutno se vecina rezanaca $eéerne repe koristi kao
sto¢na hrana (Munnich i sur., 2017). Obi¢no se koristi kao krmivo za nadopunjavanje
volumenskih potreba za krmnom smjesom ili kao element u ukupnoj hranidbi mjesovitih obroka
(Kelly, 1983). Izluzeni rezanci Secerne repe takoder se mogu modificirati kako bi se povecala

njihova uporaba. U posljednje vrijeme raste interes za stvaranjem biorafinerijskih konglomerata
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koji kombiniraju vise tipova tvrtki, sposobnih preradivati biomasu i daljnju otpadnu biomasu u
nove proizvode visoke vrijednosti. U okviru biorafinerija izluzeni rezanci Se¢erne repe se mogu
koristiti za ekstrakciju bioaktivnih molekula kao sto su pektin i oligosaharidi ili ih se moze
koristiti kao izvore ugljika za dobivanje visokovrijednih proizvoda metabolizma nakon
prethodne predobrade (Amo-Mateos i sur., 2022). Biorafinerijsko iskoriStavanje izluzenih
rezanaca Secerne repe moze se provesti u nac¢inu odvojene hidrolize i fermentacije (SHF, engl.
Separate Hydrolysis and Fermentation) ili istovremenom saharifikacijom i fermentacijom (SSF,
engl. Simultaneous Saccharification and Fermentation). Cesto je potrebna predhidroliza za
pravilno pokretanje procesa enzimskom aktivnoscéu ¢iji je rezultat depolimerizacija biljnih
polisaharida (Berlowska i sur., 2018; Berlowska i sur., 2017). Prema istrazivanju Digas i sur.
(2023), izluZeni rezanci Secerne repe pokazali su se kao odgovarajuca sirovina za rast kvasaca,

pri ¢emu je najveci prinos kvasceve biomase na enzimskom hidrolizatu izluzenih rezanaca

Secerne repe zabiljezen kod kvasca Scheffersomyces stipitis (3,04 %).
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2.2. GLICEROL

Koristenje glicerola kao nusproizvoda razli¢itih industrija je vrlo vazno jer se koli¢ina
otpada povecava svake godine kroz sve vecu proizvodnju biodizela i drugih oleokemikalija
(Eastreling i sur., 2009). S druge strane, glicerol se uspjes$no koristi kao izvor ugljika, topiv u
vodi, za razli¢ite mikroorganizme (Silva i sur., 2009; Sharma i Sing 2008). Istrazen je
metabolizam glicerola brojnih mikroorganizama s ciljem ispitivanja moguénosti proizvodnje
visoko vrijednih proizvoda metabolizma na jeftinom supstratu. Klyuveromyces mrxianus je
termotolerantni kvasac s GRAS statusom (engl. Generaly Recognized As Safe) koji se koristi
za proizvodnju bioetanola, hidrolitickih enzima, prehrambenih proizvoda i aditiva (Suzuki 1
sur., 2019; Wang i sur., 2017). Ovaj kvasac uspjesno koristi glicerol kao izvor ugljika za
postizanje visokog prinosa kvasceve biomase, za razliku od najcesce koristenog biotehnoloskog
domacina, kvasca Saccharomyces cerevisiae, koji pokazuje slab rast na glicerolu. U dosad
provedenim istrazivanjima pokazalo se da je glicerol ucinkovit kosupstrat za proizvodnju
NADPH prilikom rasta kvasca Kluyveromyces marixanus na podlozi s ksilozom (Ji i sur., 2019;
Wang i sur., 2017; Zhang i sur., 2014). Glicerol je mala i nenabijena molekula koju kvasac
moze koristiti kao izvor ugljika za rast ako je prisutan kao vanjski suspstrat, ili glicerol mogu
proizvesti stanice kvasca s ciljem osmoadaptacije kako bi se odrzala redoks ravnoteza kao
odgovor na termotoleranciju i oskidativni stres (Klein i sur., 2017; lzawa i sur., 2014).
Sposobnost proizvodnje 1 asimilacije glicerola, uz njegovu Siroku funkcionalnost u
metabolizmu i fiziologiji stanice, iziskuje zahtjevnu regulaciju proizvodnje, katabolizma i

transporta molekula glicerola (Semkiv i sur., 2017).
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Slika 3. Shematski prikaz transporta i metabolickih puteva glicerola kod kvasca Kluyveromyces
marxianus (HXT — heksoza transferaza, G-6-P — glukoza-6-fosfat , PGI1 — glukoza-6-fosfat
izomeraza, F-6-P — fruktoza-6-fosfat, F-1,6-2P — frukotza-1,6-bisfosfat, DHAP -
dihidroksiaceton fosfat, GA3P - gliceraldehid-3-fosfat, GAPDH — gliceraldehid
fosfodehidrogenaza, NADH — nikotinamid adenin dinukleotid, 1,3-DPG — 1,3-bisfosgliceroat,
TCA —ciklus trikarboksilnih kiselina, ADH —alkohol dehidrogenaza, DAK1 — dihidroksiaceton
kinaza 1, GCY 1 — glicerol-2-dehidrogenaza, GPP1 — glicerol bisfofataza, GUT1 — glicerol
kinaza) (prema Zhang i sur., 2020)

2.3. NE-Saccharomyces KVASCI

Mikrobna proizvodnja biogoriva i biokemikalija iz razli¢itih lignoceluloznih sirovina
razvila je potrebu za koriStenjem mikroorganizama koji ¢e uspjesno koristiti Seere prisutne u
ovim sirovinama (Lobs i sur. 2017). Saccharomyces cerevisiae i blisko srodne askomicete su
medu najvaznijim skupinama biotehnoloskih organizama te glavni proizvodaci biotehnoloskih
proizvoda diljem svijeta, nadmasSuju¢i druge skupine industrijskih mikroorganizama u
produktivnosti i ekonomskim prihodima. Tradicionalne industrijske primjene skupine kvasaca
Saccharomyces cerevisiae ukljuc¢uju njihove primarne uloge u fermentaciji hrane kao $to su
pivo, jabukovaca, vina, sake, destilirana alkoholna pica, pekarski proizvodi, sir, kobasice i drugi

proizvodi fermentirane hrane. Ostali dugotrajni industrijski procesi koji ukljucuju upotrebu

8



kvasca S. cerevisiae su proizvodnja biogoriva etanola, jednostani¢nih proteina, hrane za
zivotinje i1 sto¢ne hrane, industrijskih enzima i metabolita male molekulske mase (Johnson i
sur., 2012). Zbog ogranicenja kvasca Saccharomyces cerevisiae da asimilira pentoze u podlozi
(izuzev geneticki modificiranih sojeva), te zbog razvijanja novih biotehnoloskih procesa koji
zahtijevaju rast radnih mikroorganizama na razli¢itim izvorima ugljika, u razli¢itim uvjetima
rasta te u prisutnosti inhibitora, ne-Saccharomyces kvasci pronalaze svoju primjenu u industriji.
Do nedavno su se ne-Saccharomyces kvasci smatrali kvascima kvarenja zbog njihove izolacije
iz kontaminiranih proizvoda, medutim, zbog pritiska novih tehnologija zapocelo je otkrivanje
njihovih prednosti (Kregiel i sur., 2017; Padilla i sur., 2016). Neki od njih su zanimljivi jer
posjeduju neobi¢na svojstva kao §to su moguénost metaboliziranja metanola, n-alkana,
celuloze, rafinoze, arabinoze, ksiloze, Se¢ernih alkohola i1 Skroba kao izvora ugljika te
mogucnost proizvodnje velikih koli¢ina proteina i korisnih biokemikalija (Bregmann i sur.,
2018). Ne-Saccharomyces kvasci su otporniji od Saccharomyces kvasca na okolisne izvore
stresa kao Sto su povecani osmotski tlak, visoke koncentracije etanola, visoke temperature,
prisutnost toksi¢nih spojeva 1 inhibitora rasta. Jo§ jedna povoljna karakteristika vecine ne-
Saccharomyces kvasaca je njihov GRAS status, $to ih ¢ini pozeljnim (Nakanishi i sur.,
2017;Martinez-Jimenez i sur., 2012). Klasificirani su kao askomicete i bazidomicete, a razlikuje
ih raspon primjene u industrijskim biotehnoloskim procesima (Radecka i sur., 2015). Najcesce
koriSteni sojevi nekonvencionalnih kvasaca su Pichia, Zygosaccharomyces i Kluyveromyces
(Lane i sur., 2011).

2.3.1. Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus je askomicetni kvasac koji pripada skupini
Saccharomycetaceae. Prvo je Klasificiran kao mikroorganizam iz roda Saccharomyces kao
Saccharomyces marxianus, ali zbog razlika u svojstvima fermentacije i oksidacije razlicitih
Secera, razlike u morfologiji askusa i spora te moguénosti hibridizacije javila se potreba za
promjenom Klasifikacije u rod Kluyveromyces (Leonel i sur., 2021; Fonesca i sur., 2008). Zbog
prisutnosti u mlije¢nim proizvodima kao $to su fermentirano mlijeko, kefir, jogurt, sir i sl.
naziva se lakti¢énim kvascem uz Kluyveromyces lactis (Coloretti i sur., 2017; Lachance, 2007).
Istaknuta osobina ove dvije vrste je sposobnost asimilacije laktoze kao izvora ugljika Sto
predstavlja znacaju razliku u odnosu na konvencionalni kvasac Saccharomyces cerevisiae.

Kvasci iz roda Kluyveromyces su atraktivan izbor za proizvodnju heterolognih proteina, a



buduci da, osim GRAS statusa, su priznati od Americ¢ke uprave za hranu i lijekove (FDA, eng.
Food and Drug Administration) upotrebljavaju se za dobivanje visokovrijednih proizvoda koji
se koriste u farmaceutske svrhe te u prehrambenoj industriji (Rouwenhrost i sur., 1999). Zbog
respiratorno-fermentativnog tipa metabolizma, kvasac Kluyveromyces marxianus proizvodi
energiju putem TCA (engl. Tricarboxylic Acid Cycle) ciklusa nakon kojeg slijedi oksidativna
fosforilacija, kao i fermentacijom Secera u etanol te spada u skupini Crabtree negativnih kvasaca
koji preferiraju respiraciju umjesto fermentacije §to je korisno za proizvodnju proteina i
biosintezu kemikalija koje nisu etanol (Karimi i sur., 2020; Wagner i Alper, 2016). I1zbor soja
kvasca Kluyveromyces ovisi o genetickoj dostupnosti te njegovim fizioloskim karakteristikama.
Za kvasac Kluyveromyces marxianus Kkarakteristicna je njegova termotolerancija u
temperaturnom rasponu izmedu 44 i 52 °C kao i visoka specifi¢na brzina rasta koja je mnogo
veca od one kvasca Saccharomyces cerevisiae, sto ovaj kvasac Cini prilicno atraktivnim
izborom iz biotehnoloske perspektive (Varela i sur., 2017). Zbog spomentue termotlerancije K.
marxianus se smatra obecavaju¢im kvascem za proizvodnju etanola u procesu istovremene
saharifikacije i fermentacije (SSF) (Choudhary i sur., 2016; Park i sur., 2015; Suryawati i sur.,
2008). U SSF-u se fermentacija provodi na temperaturama visim od 40°C, koje su bliske
optimalnim temperaturama za hidroliticku aktivost celulaznih enzima potrebnih za predobradu
lignocelulozne biomase. Koristenje termotolerantnih  mikroorganizma poput kvasca
Kluyveromyces marxianus je nuzno za uspjeSnu fermentaciju. U SSF tipu bioprocesa
investicijski troSkovi su manji nego kod odvojene hidrolize i fermentacije te je sprijecena
inhibicija celulaza njihovim krajnjim produktom — glukozom, koja se simultano trosi kao

supstrat fermentiraju¢eg mikroorganizma (Olofsson i sur., 2008).

Zbog navedenih osobina kao i moguénosti rasta na jeftinim izvorima ugljika kao §to su
lignocelulozne sirovine, melasa, razlicite iskoristene industrijske otopine, ovaj kvasac pronalazi
svoju primjenu u biotehnologiji (Fonesca i sur., 2008; Hensing i sur., 1994). Stovise, kvasac
Kluyveromyces marxianus je sposoban rasti na nekoliko polisaharida ukljuc¢ujuci pektin i inulin
(Hensing i sur., 1994). Uspjesno metabolizira Se¢ere oslobodene nakon hidrolize hemiceluloze
I celuloze te asimilira razne izvore ugljika, ukljucujuci i arabinozu (Martynova i sur., 2016a;
Matsuzaki i sur., 2012). Osim toga, posjeduju prirodnu sposobnost lu¢enja enzima koji uspjesno
hidroliziraju polimerne supstrate na jednostavne $ecere koje kvasac moze metabolizirati (Chi i
sur., 2011). Nadalje, rast ovog kvasca na nusproizvodima bogatim saharozom i inulinom odvija
se kroz aktivnost izvanstani¢nih enzima, posebno inulinaze (f-1,2-D-fruktan fruktano

hidrolaze) koja se izluCuje u izvanstani¢ni medij (Rouwenhorst i sur., 1988.). Razgradnja
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laktoze izlu¢ivanjem f-galaktozidaza vrlo je obec¢avajuci biotehnoloski pristup zbog istodobne
proizvodnje biosastojaka, biomase i enzima od industrijskog interesa ¢emu pridonosi i ¢injenica
da je laktoza glavni ugljikohidrat u sirutki koja predstavlja jeftinu sirovinu za rast
mikroorganizama, a dostupna je u velikim koli¢inama (Pentjuss i sur., 2017; Chi i sur., 2011,
Fonseca i sur., 2008). Ovaj kvasac uspjesno raste i na jednostavnim S$ecerima kao §to su
glukoza, fruktoza, ksiloza, galaktoza, laktoza i manoza kada su oni prisutni u hranjivoj podlozi
kao jedini izvori ugljika (Pentjuss i sur., 2017; Martynova i sur., 2016b).

Znacajniji proizvodi metabolizma kvasca Kluyveromyces marxianus uz etanol, octenu
kiselinu, mlijecnu kiselinu, etil acetat 1 glicerol su Se¢erni alkoholi koji predstavljaju atraktivne
biotehnoloSke proizvode (Pnetjuss 1 sur., 2017). Trenutno je najve¢a upotreba kvasca
Kluyveromyces marxianus u industriji usmjerena za proizvodnju enzima kao $to su inulinaza,

[-ogalaktozidaza i pektinaza (Lane i Morrissey, 2010).

ETANOL
BIO- N JEDNO-
AKTIVNE -\ i STANICNI
MOLEKULE — AN ___—>\"" PROTEINI
Kluyveromyces
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PROBIOTICI

Slika 4. Visokovrijedni funkcionalni bioproizvodi metabolizma kvasca Kluyveromyces

marxianus
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2.4. SECERNI ALKOHOLI

Sec¢erni alkoholi su §iroko rasprostranjeni proizvodi s visestrukom primjenom u
razli¢itim sektorima. Od posebne su vrijednosti kao niskokalori¢ni ili nekalori¢ni zasladivaci,
koji sluze kao zamjena za Secer u prehrambenoj industriji. Osim Sto daju sladak okus, u
usporedbi sa saharozom imaju nekoliko pozitivnih zdravstvenih ucinaka. Budu¢i da nisu
kariogeni te su manje kalori¢ni, usporena je njihova razgradnja u ljudskom tijelu, zbog ¢ega su
skok Secera u krvi i inzulinska reakcija smanjeni (Livesey, 2003). Zasladivaci sa Se¢ernim
alkoholom imaju dodatnu prednost jer ne podrZavaju rast oralnih bakterija, §to znaci da njihova
konzumacija, za razliku od Seéera, ne dovodi do karijesa (Kadrowska Wiater, 2015). U
prehrambenoj industriji svoju primjenu pronalaze i kao humektansi i zgusnjivaéi. Uobicajeni
Secerni alkoholi koji se koriste za ove svrhe su manitol, arabitol, eritritol, ksilitol, sorbitol,
maltitol, laktitol i izomalt, a odobreni su od strane FDA. Osim u prehrambenoj industriji, Se¢erni
alkoholi se koriste kao gradivne komponente potrebne za sintezu razlicitih visokovrijednih
molekula, ukljuéujuéi polimere poput poliuretanske pjene (Xiang i sur., 2021). Stovise, Se¢erni
alkoholi nalaze primjenu u farmaceutskoj industriji, gdje se koriste kao pomo¢ne komponente
koje ulaze u sastav lijekova (Dash i sur., 2019), za proizvodnju askorbinske kiseline
(Pappenberger i Hohmann, 2014.) ili za lijeCenje bolesti kao $to je intrakranijalni tlak (Poole i
sur., 2020). Zbog spomenutih primjena Secerni alkoholi se klasificiraju kao vrijedne kemikalije
¢ija se potraznja stalno povecava. Do danas se vec¢ina Secernih alkohola proizvodi kemijskim
putem koriste¢i Ciste Secere, ali ocekuje se prijelaz na koriStenje obnovljivih, nejestivih
sirovina. Vecina kvasaca je sposobna asimilirati izvore ugljika iz obnovljivih sirovina, kao sto
su lignocelulozni supstrati, glicerol i melase te producirati Se¢erne alkohole. Ove biokonverzije
Cesto se suocavaju s poteSkocama kako bi se dobili dovoljno visoki prinosi i produktivnost

potrebna za industrijalizaciju procesa (Erian i Sauer, 2022).

Ukupna proizvodnja Secernih alkohola iznosila je oko 1,6 milijuna metri¢kih tona u
2017. god., sto odgovara veli¢ini trzista od 3,5 milijardi americkih dolara (GlobeNewswire,
2017). Za 2022. god. predvideno je povecanje na 1,9 milijuna metrickih tona. Ove brojke, koje
su u stalnom porastu, pokazuju da je proizvodnja Se¢ernih alkohola relevantna za razmatranje
odrzivosti. Veliki korak za razvoj odrzive buduénosti je implementacija koncepta kruznog
gospodarstva u kojem se obnovljivi izvori koristite za materijalnu proizvodnju, izbjegavajuci
nakupljanje nusproizvoda kao otpada koji je moguée ponovno upotrijebiti. Proizvodnja

Secernog alkohola dobar je primjer kruznog gospodarstva (Erian i Sauer, 2022).
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Avrabitol je poliol koji se moze se dobiti u dva strukturna oblika, kao L-arabitol ili D-
arabitol. Ovaj Secerni alkohol molekulske mase 152 g/mol (oba oblika) pripada obitelj pentitola
zajedno s ksilitolom i ribitolom. Arabitol je sladak i bezbojan kristal topiv u vodi, a zajedno s
drugim pentitolima, koristi se u prehrani te u terapeutske svrhe. Ima oko 70 % slatkoce saharoze
te dobra svojstva ovlazivanja i rehidracije uz puno nizi sadrzaj kalorija (arabitol ima sadrzaj
kalorija od samo 0,2 kcal/g. Istrazeno je da L-arabitol moze zna¢ajno smanjiti masno tkivo U
tijelu i sprijeciti talozenje masti u probavnom traktu. Djelotvornost mu je sli¢na utjecaju
topljivih dijetalnih vlakna (Kumdam i sur., 2013; Mingguo i sur., 2011). D-Arabitol se moze
koristiti kao supstrat za sintezu kemijskih proizvoda kao $to su arabinska i ksilonska kiselina,
propilen, etilen glikol, ksilitol, enantioCisti spojevi, imunosupresivni glikolipidi, herbicidi i
antipatogeni lijekovi (Zhang i sur., 2014; Yoshikawa i sur., 2014; Koganti i Ju, 2013; Koganti
i sur., 2011). Trenutno se arabitol u industrijskim razmjerima proizvodi kemijskom redukcijom
laktona arabinonske i liksonske kiseline, u reakciji koja zahtijeva skupi katalizator i konstantnu
temperaturu od 100 °C (Kumdam i sur., 2013). Medutim, umjesto kemijske proizvodnje,
arabitol se moze sintetizirati biotehnoloskim putem takozvanom biokonverzijom ili
biotransformacijom, za koju se vjeruje da je ekoloski prihvatljiva i isplativija, jer ne zahtijeva
koristenje Cistih Secernih supstrata i kemijskih katalizatora. Biokonverzija podrazumijeva

mikrobnu proizvodnju uz primjenu enzimskih biokatalizatora (Zhang i sur., 2014).

Ksilitol je Secerni alkohol kategoriziran kao poliol ili sec¢erni alkohol (alditol).
Kemijske je formule CH20H(CHOH)3CH20H te je akiralni izomer pentan 1,2,3,4,5-pentola
(Awuchii, 2017). Za razliku od drugih prirodnih ili sintetskih sladila, ksilitol pokazuje
zdravstene pozitivne u¢inke na zdravlje zubi smanjenjem karijesa za 70 % redovitom uporabom
te pomaze u remineralizaciji. Visestruka istrazivanja koja su koristile elektronsku mikroskopiju
pokazale su da je ksilitol ucinkovit u induciranju remineralizacije dubljih slojeva
demineralizirane cakline. Zbog spomenutih ucinaka, ksilitol se koristi kao sastojak zvakacih
guma, pastila ili sprejeva za nos te uspjeSno smanjuje i ucestalost akutnih infekcija srednjeg
uha kod zdrave djece (Miake i sur., 2013). Prirodno se nalazi u malim koncentracijama u
vlaknima razli¢itog voca i povréa, te Se moze uspjesno ekstrahirati iz bobicastog voca, zobi i
gljiva, kao i vlaknastog materijala kao Sto su kao kukuruzna ljuska ili se¢erna trska (Awuchii,
2017). Medutim, zbog povecanja interesa za ksilitolom, razvila se industrijska proizvodnja iz
ksilana (komponenta hemiceluloze) ekstrahiranog iz kore drveta ili klipa kukuruza, koji je
hidroliziran u ksilozu te kataliticki hidrogeniran u ksilitol (Rao i sur., 2006). Ima oko 40 %

slatkoce uz puno nizi sadrzaj kalorija od 2,43 kcal/g. Osim kemijskom sintezom, proizvodnja
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ksilitola u industrijskom mjerilu odvija se biotehnoloskim putem fermentacijom ciste ksiloze
ili hemiceluloznog hidrolizata iz komercijalnih izvora. Ispitivana je proizvodnja ksilitola
bakterijama, kvascima i plijesnima gdje su se kvasci pokazali kao najbolji proizvodaci ksiltola
(Awuchii, 2017; Coverti i sur., 2000).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

Za potrebe izrade diplomskog rada koriSteni su sljedeéi sojevi kvasca: Kluyveromyces:

Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te

Kluyveromyces marxianus CBS 712 iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko

inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada. Radna kultura ¢uvana je pri

4 °C na kompleksnoj YPD podlozi (engl. Yeast, Pepton, Dextrose), u Petrijevim zdjelicama.

3.1.2. Sirovine

Za svrhu provedbe istrazivanja, kao lignocelulozna sirovina, koristeni su izluzeni rezanci

Secerne repe iz pogona za proizvodnju Secera Sladorana Zupanja, a njihov sastav odreden je u

radu Perkovi¢ (2020). Udjel suhe tvari u izluzenim repinim rezancima iznosi 92 %, a sastav je

prikazan u tablici 1. Sastav tekuceg hidrolizata dobivenog predtretmanom kiselinske hidrolize

prikazan je u tablici 2. Kao drugi izvor ugljika koristen je komercijalno dostupan glicerol

proizvodaca Merck (Darmstadt, Njemacka), specifikacijskog broja 1.04093.9010.

Tablica 1. Sastav izluzenih repinih rezanaca (Perkovi¢, 2020)

) o _ | mravlja | octena | lignin topljiv | lignin netopljiv
Tvar glukani | ksilani | arabinani | o T o
kiselina | kiselina u kiselini u kiselini
Maseni
) 2,09 11,25 11,09 5,32 0,87 23,15 38,04
udio [%0]
Tablica 2. Sastav tekuceg hidrolizata dobivenog kiselinskom predobradom
) ) mravlja octena
Tvar glukoza ksiloza arabinoza o o
kiselina kiselina
Koncentracija [g/L] 1,45 2,75 12,21 0,48 2,49
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3.1.3 Kemikalije

U tablici 3. prikazane su koristene kemikalije, stupanj Cistoce istih te proizvodac.

Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo kemikalija koritenih tijekom istraZivanja

Kemikalija Stupanj Cistoce Proizvodac

kvascéev ekstrakt za upotrebu u biotehnologiji | Liofilchem, Italija
pepton za upotrebu u biotehnologiji | Fischer Scientific, UK
glukoza >99 % Sigma-Aldrich, SAD
ksiloza >99 % Sigma-Aldrich, SAD
arabinoza >99 % Sigma-Aldrich, SAD
glicerol >99 % Merck KgaA, Njemacka
mravlja kiselina ~ 98 % Honeywell, SAD

octena kiselina 99,5 % Avantor, SAD
sumporna kiselina 96 % Merck KgaA, Njemacka
natrijev hidroksid >98 % Merck KgaA, Njemacka
protupjenié za upotrebu u biotehnologiji | Sigma-Aldrich, SAD

3.1.4. Hranjive podloge

3.1.4.1. Hranjive podloge za pripremu inokuluma i uzgoj Kluyveromyces kvasaca

Za uzgoj inokuluma kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces
marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 koristena je YPD podloga s
20 g/L glukoze, 20 g/L peptona i 10 g/L kvas¢evog ekstrakta.

Ispitivanja rasta kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces
marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712  provedeno je u
Erlenmeyerovim tikvicama na razli¢itim izvorima ugljika s razli¢itim koncentracijama, a

kemijski sastavi podloga prikazani su u tablici 4.

Pojedini uzgoji kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 provedeni su u
bioreaktorima s mijeSalom na podlozi koja simulira sastav tekuceg kiselinskog hidrolizata

izluZenih rezanaca Secerne repe s kemijskim sastavom prikazanim u tablici 5.
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U tablici 6. prikazan je kemijski sastav hranjive podloge koriStene za ispitivanje rasta

kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlozi s glicerolom, a uzgoji su provedeni

u bioreaktorima s mijeSalom.

Tablica 4. Sastav hranjive podloge za uzgoj kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777,

Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 na glukozi,

arabinozi, ksilozi i glicerolu kao izvorima ugljika u Erlenmeyerovim tikvicama

Tvar glukoza | arabinoza | glicerol | ksiloza kvastey pepton
ekstrakt
Podloga 1 (P1) 10,0 - - - 10,0 20,0
Podloga 2 (P2) 15,0 - - - 10,0 20,0
Podloga 3 (P3) 20,0 - - - 10,0 20,0
~ | Podloga4 (P4) - 10,0 - - 10,0 20,0
=0 Podloga 5 (P5) - 15,0 - - 10,0 20,0
E Podloga 6 (P6) - 20,0 - - 10,0 20,0
§ Podloga 7 (P7) - - 10,0 - 10,0 20,0
g Podloga 8 (P8) - - 15,0 - 10,0 20,0
Z | Podloga 9 (P9) i - 20,0 i 10,0 20,0
Podloga 10 (P10) - - - 10,0 10,0 20,0
Podloga 11 (P11) - - - 15,0 10,0 20,0
Podloga 12 (P12) - - - 20,0 10,0 20,0

Tablica 5. Sastav hranjive podloge koja simulira kiselinski hidrolizat izluzenih rezanaca

Secerne repe za uzgoje kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktorima s

mijeSalom
) _ mravlja octena kvascev
Tvar glukoza | ksiloza | arabinoza o o pepton
kiselina | kiselina | ekstrakt
v [g/L] 5,0 3,0 15,0 0,2 2,0 3,0 3,0
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Tablica 6. Sastav hranjive podloge za uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na

podlozi s glicerolom u bioreaktorima s mijeSalom

Tvar glicerol kvas¢ev ekstrakt pepton

v [g/L] 25,0 3,0 3,0

3.1.4.2. Kompleksne hranjive podloge za uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777

Za uzgoj kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktorima s mijeSalom
koristena je tekuca faza dobivena kiselinskom predobradom izluzenih rezanaca Secerne repe.
Tretman kiselinske hidrolize opisan je u Poglavlju 3.2.2., a sastav podloge za uzgoj u
bioreaktorskim sustavima prikazan je u tablici 2. U podlogu su kao izvori dusika dodani

kvaScev ekstrakt i pepton u koncentraciji od 3 g/L.

3.1.5. Uredaji 1 pribor

3.1.5.1. Bioreaktori s mijesalom

Aerobni uzgoji kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 provedeni su $arzno u
bioreaktoru s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) na hranjivoj
podlozi koja simulira Kiselinski hidrolizat izluZenih repinih rezanaca te na hranjivoj podlozi s
glicerolom kao glavnim izvorom ugljika. Bioreaktor je izgraden od nehrdajuceg celika S
ukupnim volumen od 30 L.Bioreaktor ima mijeSalo s tri turbine, a svaka turbina ima 6 ravnih
lopatica. Snaga elektromotora za pokretanje mijesSala iznosi 0,9 kW. Prilikom koriStenja
bioreaktora mogu se regulirati pH-vrijednost, brzina okretaja mijeSala, protok zraka,
temperatura te parcijalni tlak kisika u podlozi pomoc¢u polarografske kisikove elektrode. Ulazni
i izlazni zrak iz reaktora prolaze kroz ugradeni membranski filter. Sterilizacija bioreaktora
provodi se preko plasta vodenom parom. Za prepumpavanje sadrzaja u bioreaktor koriste se,

ve¢ uklopljene u bioreaktor, peristaltiCke pumpe.

Anaerobni uzgoji kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 provedeni su $arzno u
bioreaktoru s mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka) na hranjivoj
podlozi koja simulira kiselinski hidrolizat izluzenih repinih rezanaca te na hranjivoj podlozi s
glicerolom kao glavnim izvorom ugljika. Bioreaktor je izraden od nehrdajuceg celika, ukupnog

volumena 42 L.Opremljen je mijeSalom s tri podesive turbine koje imaju po 6 ravnih lopatica.
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Elektromotor snage 2,09 kW pokrec¢e mijeSalo. Maksimalna brzina rotacije mijeSala iznosi
3000 rpm. Bioreaktor je opremljen kontrolnom jedinicom sa sustavom za mjerenje i regulaciju
temperature, pH vrijednosti podloge, protoka zraka, brzine rotacije mijesala, razine pjene,
parcijalnog tlaka kisika u podlozi, izlaznih plinova (O2 i CO2) i turbidimetrom. Na poklopcu
bioreaktora nalaze se ulazni i izlazni membranski filteri za zrak te ulazi za inokulaciju i
dodavanje razli¢itih otopina (npr. za korekciju pH) pomocu ugradenih peristaltickih pumpi.

Sterilizacija bioreaktora provodi se vodenom parom preko plasta.

Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na hranjivoj podlozi
dobivenoj kiselinskom hidrolizom izluzenih repinih rezanaca proveden je u staklenom
bioreaktoru dimenzija 15 x 30 cm, korisnog volumena 2 L. Bioreaktor je povezan s komadnom
plo¢om (Biostat MD, B. Braun Biotech International, Njemacka) preko koje se provodi
automatska regulacija temperature te pH vrijednosti, a sam bioreaktor je opremljen pH
elektrodom, sustavom za izuzimanje uzoraka, sustavom za regulaciju pH, sustavom za
prepumpavanje podloge i inokulaciju te temperaturnom sondom. Grijanje i hladenje podloge u
reaktoru provodi se cirkuliranjem vode kroz plast. Sterilizacija se provodi u autoklavu pri

temperaturi od 120 °C i u trajanju od 20 min.

3.1.5.2. Visokotlacni reaktor za predobradu sirovina

Visokotlac¢ni reaktor koriSten je za predobradu lignocelulozne sirovine, izluzenih
rezanaca SecCerne repe, u dvostupanjskoj kiselinskoj hidrolizi s ciljem dobivanja tekuéeg
hidrolizata kao izvora ugljika za uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777. Reaktor
se sastoji od reaktorske posude za predobradu sirovine, perforirane koSare od nehrdajuceg
celika volumena 20 L za prihvat sirovine, plaSta za zagrijavanje reaktora koji sadrzi termicko
ulje ¢ijom cirkulacijom se sustav zagrijava, pumpe koja omoguéava strujanje zagrijanog ulja
unutar plasta, ventila za izuzimanje tekuceg dijela te zastitne 1 kontrolne jedinice za regulaciju
procesnih parametara. Po zavrsetku procesa predobrade, potrebno je izjednaciti tlak u reaktoru
s atmosferskim tlakom pomocu ventila na gornjoj strani reaktora. Nakon provedene predobrade,
tekuci dio ispusta se otvaranjem ventila na dnu reaktora, dok ¢vrsti dio zaostaje u perforiranoj

kosSari koja se vadi s gornje strane.
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3.1.5.3. Sustav za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (engl. Ultra
Performance Liquid Chromatography, UPLC)

Za pracenje promjene koncentracije supstrata i produkata tijekom provodenja uzgoja
koriSten je uredaj tekucinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti, UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity 11 (Santa Clara, SAD), a sastoji se od crpke (G7104A 1290 Flexible
Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-
Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150 x 7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama,
detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID) i1 racunalnog programa za kromatografiju
(OpenLAB CDS). Koristena mobilna faza u sustavu je 0,0025 M otopina sumporne kiseline uz

postavljeni protok od 0,6 ml/min, dok je zadani volumen analiziranog uzroka iznosio 10 pL.

3.1.5.4. Spektrofotometar

Za odredivanje opticke gustoc¢e hranjive podloge koja sluzi kao indirektni pokazatelj
rasta biomase kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 koristen je spektrofotometar Cary 100,
UV-VIS proizvodaca Agilent Technologies. Opticka gustoc¢a izuzimanih uzoraka mjerena je u
staklenoj kiveti promjera 10 mm (Hellma Optik GmbH, Jena, Njemacka) pri valnoj duljini od
600 nm.

3.1.5.5. Centrifuge

U svrhu izdvajanja biomase i tekucée faze iz hranjive podloge koriStena je centrifuga
Thermo Scientific SL 8R (Thermo Fischer Scientific, SAD) pri 6000 - 8000 rpm. U svrhu
analitike, za pripremu uzoraka za UPLC, koriStena je centrifuga (CF-10 High-Performance,

Njemacka), pri 10000 rpm.

3.1.5.6. Tresilica za mikrobioloski uzgoj

Uzgoji kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 u Erlenmeyerovim tikvicama provedeni
su na tresilici Certomat RM (B. Braun Biotech. International, Sartorius group, Njemacka) pri

30 °C 1250 rpm.
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3.1.5.7. Ostala oprema i pribor

Za potrebe provedbe eksperimentalnogdijela pored spomenutih uredaja koristena je i
analitiCka vaga (ALC210.4; Acculab, SAD), tehni¢ka vaga (ET — 1211; Tehtnica, Slovenija),
pH metar (HI 9125; Hanna Instruments, SAD), autoklav (Sutjeska, Jugoslavija), susionik (ST-
50; Instrumentaria, Hrvatska), vorteks mijesalica (LLG — uniTEXTER 1; LLG — Labware,
Njemacka) plamenici, stakleno i plasticno laboratorijsko posude, hladnjaci 1 zamrzivac za

potrebe ¢uvanja uzoraka pri -20°C.

3.2. METODE

3.2.1. Priprema inokuluma kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces
marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712

Priprema inokuluma sva tri soja kvasaca Kluyveromyces provodila se na isti nacin koji
¢e biti opisan dalje u tekstu. Prethodno porasla kultura na ¢vrstoj YPD podlozi (sastav podloge
opisan u poglavlju 3.1.4.1.) u Petrijevim zdjelicama precijepljena je u staklene epruvete s 5 mL
YPD podloge po epruveti, a zatim je uzgajana 24 h bez mijeSanja pri 28 °C. Cijelokupni
volumen porasle kulture iz epruvete precijepljen je u Erlenmeyerove tikvice s 200 mL YPD
podloge. Uzgoj kulture u Erlenmeyerovim tikvicama proveden je na tresilici tijekom 24 h na
30 °C uz mijesanje od 250 o/min. Kultura pripremljena na taj nacin sluzila je kao inokulum za
uzgoje provedene u bioreaktorima, kao i uzgoje provedene u Erlenmeyrovim tikvicama. Ovisno
o potrebama volumena inokuluma za pojedini uzgoj, pripremljeni su i razliiti volumeni

inokuluma.

3.2.2. Predobrada izluZenih rezanaca Secerne repe

Za iskoriStavanje zaostalih izvora ugljika u izluzenim repinim rezancima, iste je
potrebno tretirati. Odabrana predobrada sirovine provela se prema metodi opisanoj u Mardetko
i sur. (2018). Provedene su dvije Sarze u visokotlacnom reaktoru pri 180 °C tijekom 10 min. Za
provedbu jedne Sarze potrebno je odvagati 1080 g (udio suhe tvari u repinim rezanicama iznosi
92 %) sirovine za koju je potrebno pripremiti 0,5 %-tnu otopinu sumporne Kiseline, volumena
10 L. Izvagana masa sirovine prenosi se u koSaru od nehrdajuceg celika, prelijeva se
pripremljenim, cjelokupnim, volumenom kiseline nakon ¢ega zapoc€inje tretman predobrade. U
prvoj provedenoj Sarzi dobiven je volumen od 5 L tekuceg hidrolizata, dok je u drugoj dobiveno

6,2 L tekuceg hidrolizata. Dobiveni teku¢i dio koriSten je kao podloga za Sarzni uzgoj u
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aerobnim i anaerobnim uvjetima kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777. Zaostali ¢vrsti

dio koristen je za daljnje analize.

3.2.3. Piprema kiseline i luzine za podeSavanje pH vrijednosti

Za potrebe podesavanja pH na odgovaraju¢u vrijednost za rast sojeva kvasaca
Kluyveromyces pripremljena je 3 M H2SO4. Odgovarajuéi volumen 96 %-tne sumporne kiseline
razrijeden je u 4 L demineralizirane vode. Za pripremu 3 M NaOH, izra¢unata i odvagana masa
kristala NaOH je otopljena u, takoder, 4 L demineralizirane vode. Pripremljene otopine kiseline
i luzine su nakon toga sterilizirane u autoklavu pri 120 °C u trajanju od 20 min i pri tlaku od 1
bara. Koristene su za korekciju pH vrijednosti svih hranjivih podloga upotrijebljenih tijekom

provedenog istrazivanja.

3.2.4. Priprema hranjivih podloga

3.2.4.1. Priprema YPD podloga za uzgoj inokuluma kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC

1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712

Za uzgoj inokuluma sva tri soja kvasca Kluyveromyces kroz tri faze: uzgoj na ¢vrstoj
podlozi u Petrijevoj zdjelici, uzgoj u epruveti te uzgoj u tikvici na tresilici, pripremljena je
podloga sastava opisanog u Poglavlju 3.1.4.1. Izraunate i odvagane mase potrebnih tvari
otopljene su u odgovaraju¢im volumenima demineralizirane vode te sterilizirane u autoklavu

pri 120 °C u trajanju od 20 minuta.

3.2.4.2. Priprema hranjive podloge za uzgoj kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777,
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 na razlicitim

izvorima ugljika

Ispitivanje utjecaja razlicitih izvora ugljika na rast sva tri soja kvasca Kluyeromyces kao
i utjecaj razli¢itih koncentracija koriStenih izvora ugljika proveden je na hranjivim podlogama
¢iji je sastav prikazan u tablici 4. U Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL, dodano je 200 mL
demineralizirane vode te prethodno izracunate i odvagane mase tvari. KoriStena su Cetiri
razli¢ita izvora ugljika: glukoza, arabinoza, glicerol i ksiloza, te za svaki izvor ugljika tri
razlicite koncentracije: 10 g/L, 15 g/L te 20 g/L. Pripremljeno je ukupno 12 razli¢itih hranjivih

podloga za uzgoj u Erlenmeyerovim tikvicama. Buduc¢i da je ispitivan rast tri soja kvasca
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Kluyveromyces bilo je potrebno pripremiti za svaki soj 12 spomenutih hranjivih podloga $to je
ukupno 36.

3.2.4.3. Priprema hranjivih podloga za uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u
bioreaktorima s mijesalom na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata izluzenih

rezanaca Secrne repe

Za Sarzni uzgoj kvasca Kluryveromyces marxianus NBRC 1777 u aerobnim uvjetima
pripremljeno je 4,5 L hranjive podloge prema sastavu prikazanom u tablici 6. Izracunate i
odvagane mase tvari otopljenee su u odgovaraju¢em volumenu demineralizirane vode
prethodno dodanog u Erlenmeyerovu tikvicu. U hranjivu podlogu dodane su 2 kapi protupjenica
proizvodaca Sigma-Aldrich, a zatim je hranjiva podloga pomocu lijevka ulivena u bioreaktor s
mijesalom ukupnog volumena 30 L, te sterilizirana in situ pri 121 °C tijekom 20 minuta te pri
tlaku od 1 bara. Nakon zavrsene sterilizacije podloga je ohladena na temperaturu uzgoja 30 °C

te jepH vrijednost podesena na 6 dodatkom prethodno pripremljene 3 M otopine NaOH-a.

Za $arzni uzgoj u anaerobnim uvjetima kvasca Kluyeromyces marxianus NBRC 1777
pripremljeno je 5,5 L prethodno opisane hranjive podloge koja je prelivena pomocu lijevka u
biorekator s mijeSalom ukupnog volumena 42 L, te sterilizirana in situ pri 121 °C tijekom 20

minuta i pri tlaku od 1 bara.

3.2.4.4. Priprema hranjivih podloga s glicerom, kao jedinim izvorom ugljika, za uzgoj kvasca

Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktorima s mijeSalom

Za Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u aerobnim uvjetima
pripremljeno je 4,5 L hranjive podloge, a u anaerobnim uvjetima 5,5 L hranjive podloge prema
sastavu prikazanom u tablici 7. Podloga je pripremljena za uzgoj prema nacinu opisanom u
Poglavlju 3.2.4.2.

3.2.4.5. Priprema hranjive podloge za sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC

1777 u bioreaktoru s mijesalom, na kiselinskom hidrolizatu izluZenih rezanaca Secerne repe

U dobivenu tekucu fazu nakon kiselinske predobrade izluzenih rezanaca $ecrne repe
(Poglavlje 3.2.2.) dodane su izracunate i odvagane odgovarajuce koli¢ine kvaséevog ekstrakta
I peptona (Poglavlje 3.1.4.2.) te 2-3 kapi protupjenica. Pripremljena podloga sterilizirana je u
autoklavu pri 120 °C tijekom 20 minuta. Pripremljena sterilna hranjiva podloga je prepumpana
u bioreaktor u asepti¢nim uvjetima. Volumen pripremljene podloge iznosio je 2 L. Za Sarzni
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uzgoj u aerobnim, odnosno anaerobnim, uvjetima koristen je po 1 L podloge. Za podesavanje
pH vrijednosti na 6 koriStena je prethodno pripremljena otopina sumporne kiseline te natrijeve

luzine (Poglavlje 3.2.3.), a temperatura podloge za oba uzgoja iznosila je 30 °C.

3.2.5. Provedba i nadzor uzgoja odabranih sojeva kvasca Kluyveromyces

3.2.5.1. Uzgoj kvasaca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus

DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 na razlicitim izvorima ugljika

Provedeno je ukupno 36 uzgoja (tri razli¢ite koncentracije za Cetiri razlicita izvora
ugljika ispitivana za tri soja kvasca Kluyveromyces) na hranjivim podlogama ¢ija je priprema
opisana u Poglavlju 3.2.4.2. Uzgoj se provodio u Erlenmeyerovim tikvicama na tresilici, uz
konstantno mijeSanje pri 250 rpm, na temperaturi od 30 °C. Pripremljene podloge volumena
200 mL nacijepljene su s 10 mL inokuluma (Poglavlje 3.2.1.). Uzgoj u Erlenmayerovim
tikvicama trajao je 24h, a provodio se kroz 2 seta eksperimenata. U prvom setu eksperimenata
ispitivan je rast odabranih sojeva kvasca Kluyveromyces na glukozi i arabinozi kao izvoru
ugljika, a u drugom ciklusu na ksilozi i glicerolu kao izvoru ugljika. U odredenim vremenskim
intervalima sterilno je izuzimano po 5 ml uzorka iz svake tikvice. Najprije je oCitana opticka
gusto¢a pomocu spektrofotometra pri valnoj duljini 600 nm, a zatim su uzorci centrifugirani pri
7000 rpm, 7 minuta. Dobiveni supernatant analiziran je teku¢inskom kromatografijom ultra

visoke djelotvornosti (UPLC) u svrhu prac¢enja promjene koncentracije supstrata i produkata.

3.2.5.2. Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, u aerobnim i anaerobnim
uvjetima, u bioreaktorima s mijesalom na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata

izluzenih rezanaca Sec¢rne repe

Sarzni uzgoj u aerobnim uvjetima proveden je u bireaktoru Biostat Cplus korisnog
volumena 2 L na hranjivoj podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata izluZenih
rezanaca Secerne repe Cija je priprema opisana u Poglavlju 3.2.4.3. Podloga je inokulirana s 400
mL inokuluma pripremljenog prema poglavlju 3.2.1. Uzgoj je voden pri temperaturi od 35 °C,
pH vrijednosti podloge 6,0 uz protok zraka od 2,0 L/min te konstantno mijesanje od 400 rpm.
Regulacija pH vrijednosti podloge provodila se automatskim doziranjem 3 M H2SQO4, odnosno
3 M NaOH. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim intervalima tijekom 24 h uzgoja.
Pracena je opticka gustoca podloge pomocu spektrofotometra, suha tvar biomase gravimetrijski
te je analizirana promjena koncentracija supstrata i produkata UPLC analizom supernatanta

nakon centrifugiranja uzorka.
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Sarzni uzgoj u anaerobnim uvjetima proveden je u bioreaktoru Biostat Cplus korisnog
volumena 29,4 L. Za razliku od prethodno opisanog uzgoja, osim anaerobnih uvjeta uzgoja,

podloga je inokuliran sa 600 mL inokuluma.

3.2.5.3. Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, u aerobnim i anaerobnim

uvjetima, u bioreaktorima s mijesalom na podlozi s glicerolom

Sarzni uzgoj u aerobnim uvjetima proveden je u bioreaktoru Biostat Cplus korisnog
volumena 21 L na kemijski definiranoj hranjivoj podlozi s glicerolom kao izvorom ugljika ¢ija
je priprema opisana u Poglavlju 3.2.4.4. Podloga je inokulirana s 400 mL inokuluma
pripremljenog prema poglavlju 3.2.1. Uzgoj je voden pri temperaturi od 30 °C, pH vrijednosti
podloge 6,0 uz protok zraka od 2,0 L/min te konstantno mijesanje od 450 rpm. Regulacija pH
vrijednosti podloge provodila se automatskim doziranjem 3 M H2S04, odnosno 3 M NaOH.
Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim intervalima tijekom 30 h uzgoja. Pracena je
opticka gustoc¢a podloge pomocu spektrofotometra te je analizirana promjena koncentracija

suptrata i produkata UPLC analizom supernatanta nakon centrifugiranja uzoraka.

Sarzni uzgoj u anaerobnim uvjetima proveden je u bioreaktoru Biostat Cplus. Za razliku
od prethodno opisanog uzgoja, osim anaerobnih uvjeta uzgoja, podloga je inokuliran sa 600 mL

inokuluma.

3.2.5.4. Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, u aerobnim i anaerobnim
uvjetima, u bioreaktorima s mijesalom na kiselinskom hidrolizatu izluzenih rezanaca Secéerne
repe

Sarzni uzgoj, u aerobnim i anaerobnim uvjetima, proveden je u staklenom bioreaktoru
korisnog volumena 2 L na teku¢em hidrolizatu izluZenih rezanaca Se¢erne repe. U oba uzgoja
podloga (Poglavlje 3.2.4.5.) je inokulirana s 200 mL inokuluma pripremljenog prema Poglavlju
3.2.1. Uzgoj je voden pri temperaturi od 30 °C, pH vrijednosti podloge 6,0 uz protok zraka od
2,0 L/min u aerobnim uvjetima, te konstantno mijeSanje od 450 rpm za aerobne uvjete, a 250
rpm u anaerobnim uvjetima. Regulacija pH vrijednosti podloge provodila se automatskim
doziranjem 3 M H2S0a4, odnosno 3 M NaOH. Uzorci su izuzimani u odredenim vremenskim
intervalima tijekom 48 h uzgoja. Pracena je opti¢ka gustoc¢a podloge pomocu spektrofotometra
te je analizirana promjena koncentracija suptrata i produkata UPLC analizom supernatanta

nakon centrifugiranja uzoraka.
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3.2.6. Analiti¢ke metode

Tijekom uzgoja odabranih sojeva kvasaca Kluyveromyces pracena je opticka gustoca
podloge spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije izuzetih uzoraka, kemijski sastav

podloge UPLC analizom, te koncentracija biomase gravimetrijski.

3.2.6.1. Odredivanje opticke gustoce spektrofotometrijski

Opticka gusto¢a (OD) izuzimanih uzoraka tijekom svakog uzgoja odredivana je pomocu
spektrofotometra Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies). Prije mjerenja, uzorak je
homogeniziran na vrtloznoj mijesalici te su 2,5 mL uzoraka analizirana u staklenoj kiveti pri
valnoj duljini od 600 nm (ODseoo) u svrhu prac¢enja rasta biomase kvasca Kluyveromyces
marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces
marxianus CBS 712.

3.2.6.2. Analiza uzoraka tekucéinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

UPLC analiza koriStena je za odredivanje i prac¢enje promjene koncentracije supstrata i
produkata tijekom provedenih uzgoja. U 750 pL supernatanta uzorka dodano je 750 pL 10 %-
tne otopine cinkova sulfata. Nakon toga je dvostruko razrijedeni uzorak vorteksiran i ostavljen
na sobnoj temperaturi 15 minuta kako bi se provela reakcija izmedu dodanog cinkovog sulfata
1 proteina te ostalih prisutnih necistoca. Centrifugiranjem uzoraka 5 minuta na 10000 rpm
izdvojeni su istaloZeni proteini, a dobiveni supernatant je profiltriran kroz mikrobioloski filter

promjera pora 0,2 um u staklenu boc¢icu. Na taj nacin su uzorci pripremljeni za UPLC analizu.

KoriStena mobilna faza je 0,0025 M otopina sulfatne kiseline pripremljena
razrjedivanjem 139 puL 96 % H2SO4 u 1 L destilirane vode. Dobivena otopina je filtrirana
vakuum filterom te dekarbonizirana djelovanjem ultrazvuéne kupelji. Zatim je 10 pL
pripremljenog uzorka propusteno kroz kolonu pri 60 °C, protokom od 0,6 mL/min. Dobiveni
kromatogrami obradeni su pomocu racunalnog programa OpenLAB CDS. Koncentracije
supstrata 1 produkata u uzorcima izracunate su iz jednadzbi pravaca baZzdarnih dijagrama

prikazanih u Prilogu 1.

3.2.6.3. Gravimetrijsko odredivanje suhe tvari biomase

U osusene i izvagane kivete otpipetirano je 5 mL uzorka izuzetog tijekom uzgoja.
Biomasa je izdvojena centrifugiranjem pri 7000 o/min tijekom 7 minuta. Nakon centrifugiranja,

dobiven talog je suSen na 50 °C do konstantne mase, nakon ¢ega su kivete ohladene u eksikatoru
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1 izvagane na analitickoj vagi. Koncentracija biomase u uzorku (X) izracunala se prema

jednadzbi 1:

X — Mok —Mpk [1]

V’LLZ

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

Vuz - volumen uzorka

3.2.6.4. Odredivanje specificne brzine potrosnje kisika u bioreaktoru s mijesalom

Specificna brzina potrosnje kisika u bioreaktoru s mijeSalom odredena je direktnom
metodom prilikom vodenja uzgoja u bioreaktoru s mijesalom na podlozi koja simulira Kiselinski
hidrolizat Secerne repe. U 2., 4., 6., i 8. satu uzgoja prekinuta je dobava zraka u bioreaktor i
brzina mijeS$anja je smanjena na 150 o/min. U vremenskom intervalu od 80 sekundi, svakih 5
sekundi zabiljezena je vrijednost postotka zasi¢enja podloge. Prije postizanja kriticne
vrijednosti koncentracije otopljenog kisika u podlozi (kada vrijednost specificne brzine
respiracije (go2) prestaje biti konstanta, ponovno je pokrenuta aeracija. Vrijednost specifi¢ne

brzine potrosnje kisika opisana je u jednadzbi 2:
L = K,a(Cs = Cp) — GoX [2]
CvL - koncentracija otopljenog kisika u podlozi [mol ili g 02/m3 ];
KLa - volumni koeficijent prijenosa kisika [1/h ];
t - vrijeme [h];
Cs - koncentracija zasiéenja podloge kisikom [mol ili g 02/m?];
Qo2 - specifi¢na brzina potrosnje kisika [mol ili g 02/ hg];

X - koncentracija biomase [g/L].

Prvi ¢lan u jednadzbi opisuje prijenos kisika iz zraka u podlogu dok drugi predstavlja
potro$nju kisika kojeg stanica kvasca koristi tijekom rasta. S prekidom aeracije, potrosnja kisika
u sustavu ostaje konstanta zbog ¢ega dobivamo linearnu ovisnost koncentracije kisika u podlozi

o vremenu. Nagib pravca predstavlja potroSnju kisika u sustavu, a specifi¢na brzina potroSnje
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kisika se odredi na temelju koncentracije biomase (X) u satu u kojem je proveden prekid

aeracije.

3.2.7. Proracun pokazatelja uspjesnosti provodenja procesa

Prinos produkta (Yp) racuna se prema izrazu:
Yp =P —P, [3]
Yp - prinos produkta [g/L],
P - konacna koncentracija produkta [g/L],
Po - pocetna koncentracija produkta [g/L]
Ukupna potrosnja supstrata rauna se prema izrazu:
Ys=5,—-S5 [4]
Ys - potrosnja supstrata [g/L],
So - pocetna koncentracija supstrata [g/L],
S - konac¢na koncentracija supstrata [g/L]

Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yrss) racuna se prema izrazu:

Yp _ PP,

Yess =5 = 5ils [5]

Ypss - koeficijent konverzije supstrata u produkt [g/g],
Yp - prinos produkta [g/L],
Ys - ukupna potrosnja supstrata [g/L]

Produktivnost se racuna prema izrazu:

Pr=2% [6]

tuk
Pr - produktivnost [g/L h],
Yp - prinos produkta [g/L],
tuk - ukupno vrijeme trajanja uzgoja [h]
Specificna brzina potrosnje supstrata rs (1/h) te specifi¢na brzina sinteze produkata rp
(1/h) odredene su kao reakcije prvog reda (Mardetko i sur., 2018) iz eksperimentalnih podataka,

a opisane su izrazima 7 i 8:

InSg =InS+ rg Xt [7]
InP =InPy+1p Xt [8]

gdje su rs i rp odredene kao koeficijent smjera pravca linearizirane regresijske funkcije.
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Specifi¢na brzina rasta mikroorganizma se rauna prema izrazu:

InX=ImnXy+ puxt
Xo - pocetna koncentracija biomase [g/L],
X - konac¢na koncentracija biomase [g/L]

u - specifi¢na brzina rasta mikroorganizma [1/h].

[9]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedeni su uzgoji kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777,
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 narazli¢itim
hranjivim podlogama. Najprije je ispitivan rast odabranih sojeva kvasca Kluyveromyces na
hranjivim podlogama s Cetiri razli¢ita izvora ugljika, kao i utjecaj razlicite koncentracije
supstrata u podlozi na rast kvasaca. Na osnovu rezultata dobivenih tijekom uzgoja na razli¢itim
vrstama izvora ugljika, kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 je odabran za daljnje
istrazivanje u ve¢em mijerilu. Ispitivana je sposobnost rasta te potencijal proizvodnje vrijednih
proizvoda (Secernih alkohola), tijekom Sarznih uzgoja u aerobnim i anaerobnim uvjetima na
kemijski definiranim te kompleksnim hranjivim podlogama. Za provedene uzgoje graficki je
prikazana promjena koncentracije biomase, supstrata i produkata (slike 5.-19.) Na temelju

dobivenih rezultata izracunati su pokazatelji uspjesnosti procesa.

U Poglavlju 4.1. prikazani su rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC
1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 u
Erlenmeyerovim tikvicama na hranjivim podlogama s razli¢itim izvorima ugljika u razli¢itim

koncentracijama.

U Poglavlju 4.2. prikazani su rezultati Sarznog uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus
NBRC 1777, u bioreaktoru s mijesalom, na hranjivoj podlozi koja simulira sastav kiselinskog

hidrolizata izluZenih rezanaca Secerne repe U aerobnim i anaerobnim uvjetima.

U Poglavlju 4.3. prikazani su rezultati Sarznog uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus
NBRC 1777, u biorekatoru s mijeSalom, na kiselinskom hidrolizatu izluZenih rezanaca Secerne

repe.

U Poglavlju 4.4. prikazani su rezultati $arznog uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus
NBRC 1777, u bioreaktoru s mijeSalom, na podlozi s glicerolom kao glavnim izvorom ugljika

u aerobnim i anaerobnim uvjetima.

30



4.1. UZGOJ KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 te Kluyveromyces marxianus CBS 712 NA PODLOGAMA S RAZLICITIM
I1ZVORIMA UGLJIKA U RAZLICITIM KONCENTRACIJAMA

Istrazivanje sposobnosti rasta te potencijala proizvodnje Secernih alkohola ovisno o
izvoru ugljika u podlozi kao i koncentraciji istog provedeno je u Erlenmeyerovim tikvicama za
sva tri odabrana soja kvasca Kluyveromyces, a sastav podloga prikazan je u tablici 4. (Poglavlje
3.1.4.1.). Podloge su pripremljene na na¢in opisan u Poglavlju 3.2.4.2., a tijek provedbe uzgoja
opisan je u Poglavlju 3.2.5.1. Graficki prikaz promjene koncentracije supstrata, produkata te
opticke gustoce podloge pri 600 nm (direktan pokazatelj rasta kvasc¢evebiomase) za rast na
glukozi za kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 prikazan je na slici 5., za kvasac
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 na slici 6., a kvasac Kluyveromyces marxianus CBS
712 na slici 7. Rast na arabinozi graficki je prikazan redom na slikama 7., 8. 1 9. za kvasce
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 i
Kluyveromyces marxianus CBS 712. Graficki prikaz spomenutih promjena prilikom rasta na
glicerolu prikazan je na slikama 10., 11. i 12., a na ksilozi na slikama 13., 14., te 15. redom za
kvasce Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 i
Kluyveromyces marxianus CBS 712. Parametri uspjesnosti vodenja procesa, koncentracije
biomase odredivana gravimetrijski, te specifi¢ne brzine potrosnje suptrata i sinteze produkta

prikazane su u tablici 7.
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Slika 5. Promjena opticke gustoc¢e ODsoo, koncentracije supstrata i produkata tijekom uzgoja

kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u podlogama s 10 g/L glukoze (a), 15 g/L

glukoze (b), 20 g/L glukoze (c)
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Slika 6. Promjena opticke gustoce ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 u podlogama s 10 g/L glukoze

(@), 15 g/L glukoze (b), 20 g/L glukoze (c)
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Slika 7. Promjena opticke gustoc¢e ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L glukoze (a),
15 g/L glukoze (b), 20 g/L glukoze (c)
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Na temelju rezultata prikazanih na slici 5., i u tablici 7. utvrdeno je da kvasac
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 ostvaruje najvecu specificnu brzinu rasta (0,10 1/h)
prilikom rasta na podlozi s koncentracijom glukoze od 15 g/L (P2), iz ¢ega proizlazi da je
upravo ta koncentracija optimalna za rast kvasca. Direktnom konverzijom Secera u alkohol,
uzgojem na podlozi P3 ostvaren je najveci prinos etanola koji iznosi 0,93 g/L, dok prinos
glicerola, koji je tipi¢an nusprodukt fermentacije etanola u kvascu koji nastaje kao odgovor na
potrebu za uravnotezenjem citoplazmatske oksidacije NADH iznosi 0,34 g/L (Pentjuss i sur.,
2017.). Prilikom svakog uzgoja potrosena je sva glukoza u podlozi. Uzgojem na P2 te P3
podlozi ostvaren je manji prinos ostalih proizvoda metabolizma — octene kiseline, u odnosu na
uzgoj u podlozi P1, budu¢i da je zbog koli¢ine kvas¢eve biomase proizvedene tijekom uzgoja,
kvasac nakon potroSnje ukupne koli¢ine Secera u podlozi, troSio proizvode vlastitog

metabolizma kao izvore ugljika.

Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 na podlozi s
glukozom prikazani su na slici 6., te u tablici 7. Sva glukoza u podlozi utroSena je prilikom
uzgoja na svakoj od koristenih podloga — P1, P2 i P3. Najveca specificna brzina rasta iznosi
0,05 1/h te je ostvarena prilikom uzgoja na P2 podlozi. Prilikom uzgoja na podlozi P3 izmjerena
je najveca vrijednost opti¢ke gustoce pri 600 nm (ODsoo), a iznosi 2,64. Zbog prisutne najvece
koli¢ine glukoze u podlozi izraslo je najviSe kvaS¢eve biomase. Usporedbom rasta na tri
razli¢ite podloge, P1, P2, 1 P3, u podlozi P1 prisutna je limitacija rasta izvorom ugljika, dok je
u podlozi P3 prisutna inhibicija rasta supstratom. Direktnom konverzijom Secera u alkohol,
najveci prinos etanola ostvaren je prilikom uzgoja na podlozi P3 (1,01 g/L), kao i glicerola (0,36
g/L). Najveéi koeficijent konverzije supstrata u proizvod iznosi 0,03 g/g za octenu kiselinu

prilikom uzgoja na podlozi P2, gdje je zabiljezen i najveci prinos octene kiseline.

Za kvasac Kluyveromyces marxianus CBS 712 rezultati uzgoja na podlogama s
razli¢itim koncentracijama glukoze prikazani su na slici 7. te tablici 7. Kao i u prethodna dva
slu¢aja, najveca specificna brzina rasta kvasaca (0,08 1/h) postignuta je prilikom uzgoja na
podlozi P2. Najveci prinos kvasc¢eve biomase zabiljezen je prilikom rasta na podlozi P3, gdje

vrijednost opti¢ke gustoce mjerene pri 600 nm (ODsoo) iznosi 1,88.

Na temelju rezultata prikazanih na slikama 5., 6. i 7. te tablici 7. za sva tri odabrana soja
kvasca Kluyveromyces uoceno je da nakon tre¢eg sata uzgoja ulaze u eksponencijalnu fazu rasta
u trajanju od tri do Cetiri sata nakon ¢ega zapo€inje stacionarna faza rasta kojom uzgoj zavrsava.
Zbog koriStenog inokuluma uzgojenog na YPD podlozi, kvaS¢eva biomasa je usla u
eksponencijalnu fazu rasta troSec¢i Secere prisutne u kvasevom ekstraktu i peptonu, dok je
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potro$nja glukoze zapocela intenzivnije u drugom satu uzgoja. Kvasac oznake NBRC 1777 ima
najvecu specificnu brzinu rasta zbog cega izvore ugljika metabolicki trosi za vlastiti rast i
razmnozavanje, te je prilikom rasta na podlozi P3 zabiljezena najveca vrijednost opticke
gusto¢e mjerene pri 600 nm (ODeoo), ¢ija vrijednost iznosi 2,72. Kvasac oznake DKMU 3-1042
ima najvecu sposobnost metaboliziranja izvora ugljika u visokovrijedne proizvode
metabolizma. Kvasac oznake CBS 712 u usporedbi s druga dva odabrana soja kvasca

Kluyveromces ne pokazuje bolje rezultate ni zna¢ajnija odstupanja.

Prema istrazivanju Maderia i sur. (2018) soj K. marxianus NCYC 587 i S. cerevisiae
CEN.PK113-7D (kontrolni soj) ostvarili su prinos etanola od 0,39 g/g glukoze (sintetski medij)
na 37 °C, dok su sojevi K. marxianus NCYC 3396 i UFV-3 postigli prinose od 0,38 i 0,40 g/g
glukoze, redom, na 48 °C. U drugoj studiji, kvasci K. marxianus K213 i S. cerevisiae (kontrolni
S0j), oba uzgojena u mediju YPD, pokazali su sli¢ne prinos etanola (0,43 g/g) na 30 °C, dok je
kvasac S. cerevisiae pokazao gubitak sposobnosti proizvodnje etanola pri povisenoj temperaturi
od 45 °C (Yan i sur., 2015), dok su kvasci kori$teni u ovom istrazivanju i uzgajani prema

spomenutim uvjetima, ostvarili znacajno manje prinose etanola prikazane u tablici 7.
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Tablica 7. Parametri uspjesnosti, specificne brzine potro$nje supstrata, sinteze produkta i rasta kvasceve

biomase tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 i Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L glukoze (P1), 15 g/L glukoze

(P2), 20 g/L glukoze (P3)

K. marxianus K. marxianus K. marxianus

NBRC 1777 DKMU 3-1042 CBS 712
Parametri: P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
Y's (glukoza) [Q/L] 9,23 | 13,64 | 17.72 | 9,23 | 12,75 | 1887 | 8,73 | 12,61 | 1791
Yr (etoH) [g/L] 051 | 052 | 093 | 044 | 0,71 1,01 0,46 0,67 0,85
Y (glicerol) [Q/L] 0,13 | 0,08 | 0,34 | 0,21 | 0,25 0,36 0,38 0,50 0,69
Yr (ok) [9/L] 097 | 041 | 0,25 | 3,19 | 3,65 3,17 0,94 1,56 1,59
Yess eon) [9/g] | 0,06 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | 0,06 | 005 | 0,05 | 005 | 0,05
Yessliceron[g/g] | 0,02 | 0,01 | 0,02 | 0,03 | 0,02 | 002 | 0,04 | 004 | 0,04
Yeis (ok) [9/0] 0,10 | 0,03 | 002 | 004 | 029 | 017 | 041 | 0,12 | 0,09
Pr eton [g/L h] 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,02 | 0,03 0,04 | 0,02 0,03 0,04
Prgticerol [g/L h] 0,01 | 001 | 0,02 | 0,01 | 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03
Prok [g/L h] 0,04 | 002 | 0,00 | 0,13 | 0,15 0,13 0,04 0,06 0,07
rs [1/h] 0,18 | 0,19 | 0,22 | 0,29 | 0,21 0,23 | 0,20 0,27 0,27
reton [1/h] 035 | 0,36 | 0,38 | 0,35 | 0,37 0,37 0,38 0,38 0,38
Fgliceerol [1/N] 030 | 0,33 | 0,34 | 0,32 | 0,33 0,34 | 0,38 0,36 0,37
rok. [1/h] 033 | 0,34 | 0,38 | 0,43 | 0,44 0,43 | 0,38 0,40 0,40
u [1/h] 0,08 | 0,09 | 0,08 | 0,03 | 0,06 0,03 0,07 0,08 0,08

EtOH-etanol; o.k.-octena kiselina
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Slika 8. Promjena opticke gustoce ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u podlogama s 10 g/L arabinoze
(d), 15 g/L arabinoze (e), 20 g/L arabinoze ()
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arabinoze (d), 15 g/L arabinoze (e), 20 g/L arabinoze (f)
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Slika 10. Promjena opticke gustoce ODeoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L arabinoze
(d), 15 g/L arabinoze (e), 20 g/L arabinoze (f)
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Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlogama s
razli¢itim koncentracijama arabinoze prikazani su na slici 8. i u tablici 8. Prilikom rasta na
podlozi P4, gdje je pocetna koncentracija arabinoze iznosila 10 g/L, utroSeno je 44,1 %
arabinoze od pocetne koncentracije, rastom na podlozi P5 s po¢etnom koncentracijom 15 g/L
arabinoze u podlozi utroSeno je 39,2 % od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na
podlozi P6 s pocetnom koncentracijom arabinoze 20 g/L utroseno 20,1 % od pocetne
koncenracije arabinoze. Najveca specifi¢na brzina rasta postignuta je prilikom rasta na podlozi
P5, aiznosi 0,11 I/h. Proizvodnja arabitola zapocela je nakon 6h uzgoja na podlozi P4 i P5, dok
je na podlozi P6 zapocela nakon 8h uzgoja. Najveéi prinos arabitola postignut je prilikom
uzgoja na podlozi P5 te iznosi 2,84 g/L, dok su vrijednosti opti¢ke gustoée mjerene pri 600 nm
(OD 600) 1 zaokruzene na dvije decimale jednake za sva tri provedena uzgoja na podlozi P4, P5
I P6 (2,46) iz Cega proizlazi da razli¢ita koncentracija arabinoze u podlozi nije utjecala na rast

kva$¢eve biomase.

Na temelju rezultata prikazanih na slici 9. i u tablici 8. utvrdeno je da je kvasac
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 prilikom rasta na podlozi P4 utrosio 41,7 % pocetne
koncentracije arabinoze, na podlozi P5 26,7 %, dok je na podlozi P6 utrosio 36,2 % od pocetne
koncentracije arabinoze. Direktnom konverzijom Secera u alkohol, proizvodnja arabitola
zapocela je nakon Sestog sata uzgoja u eksponencijalnoj fazi rasta kvasca. Najvec¢i prinos
arabitola ostvaren je prilikom rasta na podlozi P6 i iznosi 2,69 g/L, 5,33 % vise u usporedbi s
prinosom ostvarenim prilikom uzgoja na podlozi P4 (2,53 g/L), odnosno 2,85 % vise u
usporedbi s prinosom ostvarenim prilikom uzgoja na podlozi P5 (2,61 g/L). Maksimalna
vrijednost opti¢ke gustoc¢e mjerene pri 600 nm (OD s00) postignuta je na kraju uzgoja i iznosi
1,62 za sve tri podloge P4, P5 i P6.

Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 na podlogama s razli¢itim
koncentracijama arabinoze prikazani su na slici 10. i u tablici 8. Prilikom rasta na podlozi P4,
utroSeno je 32,30 % arabinoze od pocetne koncentracije, rastom na podlozi P5 utroSeno je 28,18
% od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na podlozi P6 utroseno 16,5 % od pocetne
koncentracije arabinoze. Proizvodnja arabitola u podlozi zapocela je u petom satu uzgoja na
podlozi P4, u Sestom satu uzgoja na podlozi P5 te u sedmom satu uzgoja u podlozi P6, a zavrsila
je sa zavrSetkom uzgoja te je najveci prinos arabitola postignut prilikom uzgoja na podlozi P6
¢ija vrijednost iznosi 1,12 g/L. Maksimalna vrijednost opticke gustoce mjerene pri 600 nm
(OD600) postignuta je na kraju uzgoja i iznosi 1,42 za podlogu P4, 1,41 za podlogu P5, odnosno
1,47 za podlogu P6.
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Usporedbom rezultata prikazanih na slikama 8., 9. i 10. te u tablici 8, sva tri odabrana
soja kvasca Kluyveromyces prilikom rasta na arabinozi kao visokovrijedne proizvode
metabolizma produciraju arabitol, glicerol i octenu kiselinu. U poc¢etku uzgoja kvasci su prinos
kvasceve biomase ostvarivali asimilirajuci trehalozu i glukozu prisutne u kvascevom ekstraktu
I peptonu dodanom u YPD podlogu, dok su nakon postizanja koncentracije octene kiseline u
podlozi vece od 1 g/L, zapoceli koristiti octenu kiselinu kao izvor ugljika iz Cega proizlazi da
im arabinoza nije preferirani supstrat kojeg trose Sto potvrduje i zaostala arabinoza u podlozi
nakon svakog provedenog uzgoja. Uoceno je da kvasac oznake NBRC 1777 najuspjeSnije
metabolizira arabinozu buduci da je postignuta maksimalna vrijednost koncentracije kvasceve
biomase (2,46 g/L) kao i najveéi prinos arabitola (2,83 g/L), dok je kvasac oznake CBS 712
imao znacajno manje specificne brzine rasta kvasceve biomase u odnosu na druga dva odabrana
soja kvasca Kluyveromyces, 89,67 % manju specifi¢nu brzinu rasta u odnosu na kvasca oznake
NBRC 1777, odnosno 80,30 % manju u odnosu na kvasca oznake DMKU 3-1042. Razlicita
koncentracija arabinoze u podlozi nije imala utjecaj na metabolizam kvasca Sto je vidljivo iz

priblizno sli¢nih pokazatelja uspjeSnosti vodenja procesa za svaki kvasac pojedinacno.

Kordowska-Wiater i sur. (2008) ispitali su rast Sest sojeva kvasca sposobnih za
proizvodnju arabitola na podlozi s L-arabinozom. Candida parapsilosis pokazala se kao
najucinkovitija trosec¢i od 10-14 g/L arabinoze u podlogama s maksimalno 20 g/ L-arabinoze,
uzgajana u razli¢itim uvjetima uzgoja, Uz postignuti prinos arabitola od 0,51-0,78 g/g
arabinoze. Za usporedbu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, kvasci roda K.
marxianus trosili su priblizno sli¢ne koncentracije arabinoze u podlozi, dok su postignuti veci

prinosi arabitola. Rezultati su prikazani u tablici 8.
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Tablica 8. Parametri uspjesnosti, specificne brzine potro$nje supstrata, sinteze produkta i rasta kvasceve

biomase tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus
DMKU 3-1042 i Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L arabinoze (P4), 15 g/L

arabinoze (P5), 20 g/L arabinoze (P6)

K. marxianus K. marxianus K. marxianus

NBRC 1777 DKMU 3-1042 CBS 712
Parametri: P4 P5 P6 P4 P5 P6 P4 P5 P6
Y's (arabinoza) [Q/L] 5,85 5,89 6,69 5,02 3,99 5,59 3,23 4,23 3,31
Y (arabitol) [Q/L] 2,80 2,84 1,82 2,54 2,61 2,69 0,77 0,87 1,11
Y (glicerol) [Q/L] 0,03 0,04 0,06 0,11 0,01 0,01 0,08 0,07 0,43
Yr (0k) [9/L] 0,23 0,63 0,35 0,13 0,14 0,16 0,59 0,48 0,06
Y pis(arabitol) [9/9] 2,70 2,83 1,81 2,54 2,91 2,69 0,77 0,87 1,11
Yess gliceroly [g/g] | 0,16 | 0416 | 011 | 0412 | 011 | 011 | 0411 | 019 | 018
Yris (ok) [9/9] 053 | 062 | 034 | 1,11 | 080 | 083 | 075 | 077 | 064
Pr aravitol [g/L h] 0,12 0,12 0,76 0,11 0,11 0,12 0,03 0,04 0,05
Pr glicerol [g/L h] 0,01 0,01 0,01 0,01 0.01 0.00 0.03 0.01 0.05
Prok [g/L h] 0.01 0.03 0.02 0.01 0.01 0.01 0.03 0,02 0.01
rs [1/h] 0,02 0,02 0,05 0,02 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01
Farabitol [1/h] 0,43 0,43 0,41 0,43 0,43 0,43 0,37 0,38 0,39
Fglicerol [1/h] 0,31 0,31 0,29 0,29 0,29 0,30 0,31 0,32 0,33
rok. [1/h] 0,36 0,37 0,34 0,39 0,38 0,38 0,37 0,37 0,37
u [1/h] 0,05 0,10 0,06 0,04 0,05 0,05 0,01 0,01 0,01

o.k.-octena kiselina
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Slika 11. Promjena opticke gustoc¢e ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata

tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianu NBRC 1777 u podlogama s 10 g/L glicerola
(a), 15 g/L glicerola (b), 20 g/L glicerola (c)
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Slika 12. Promjena opticke gusto¢e ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianu DMKU 3-1042 u podlogama s 10 g/L glicerola
(@), 15 g/L glicerola (b), 20 g/L glicerola (c)
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Slika 13. Promjena opticke gustoc¢e ODeoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianu CBS 712 u podlogama s 10 g/L glicerola (a),
15 g/L glicerola (b), 20 g/L glicerola (c)
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Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlogama s
razli¢itim koncentracijama glicerola prikazani su na slici 11. i u tablici 9. Prilikom rasta na
podlozi P7, gdje je poCetna koncentracija glicerola iznosila 10 g/L, utroSeno je 29,51 %
glicerola od pocetne koncentracije, rastom na podlozi P8 s po¢etnom koncentracijom 15 g/L
glicerola u podlozi utro$eno je 47,6 % od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na
podlozi P9 s pocetnom koncentracijom glicerola 20 g/L utroseno 33,14 % od pocetne
koncentracije glicerola. Mjerenjem opticke gustoce pri 600 nm (OD 600) uocéeno je da kvasceva
biomasa ne raste znacajno prilikom uzgoja na glicerolu te je maksimalna vrijednost izmjerena
na kraju uzgoja na podlozi P7 iznosila 2,00, na podlozi P8 2,06 te na podlozi P9 2,11.
Metabolizmom glicerola, kvasac oznake NBRC 1777 proizvodi etanol. Prilikom uzgoja na
podlozi P9 uocena je najveca produktivnosti procesa (0,01 g/(Lh)) te je ujedno postignut i
najveci prinos etanola (1,15 g/L). Budu¢i da glicerol nije potrosen u potpunosti u podlozi nije

djelovao kao limitirajuci izvor supstrata.

Na temelju rezultata prikazanih na slici 11. i u tablici 9. utvrdeno je da je kvasac
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 prilikom rasta na podlozi P7 utrosio 10,79 % pocetne
koncentracije glicerola, na podlozi P8 22,49 %, dok je na podlozi P9 utrosio 12,41 % od pocetne
koncentracije glicerola. Maksimalna vrijednost opticke gusto¢e mjerene pri 600 nm (OD 600 )
koja je direktan pokazatelj rasta kvaS¢eve biomase postignuta je na kraju uzgoja i iznosi 1,891
za podlogu P7, 2,31 za podlogu P8, odnosno 2,39 za podlogu P9. Jedini proizvod metabolizma
kvasca oznake DMKU 3-1042 na glicerolu je octena kiselina ¢ija je proizvodnja zapocela nakon
drugog sata uzgoja. Najveci prinos ksilitola ostvaren je prilikom uzgoja na podlozi P3 ¢ija

vrijednos iznosi 0,19 g/L.

Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 na podlogama s razli¢itim
koncentracijama glicerola prikazani su na slici 10. i u tablici 9. Prilikom rasta na podlozi P5,
utro$eno je 32,02 % glicerola od poéetne koncentracije, rastom na podlozi P5 utroSeno je 28,18
% od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na podlozi P6 utroseno 16,5 % od pocetne
koncentracije glicerola. Maksimalna vrijednost opti¢ke gusto¢e mjerene pri 600 nm (OD 600)
postignuta je na kraju uzgoja i iznosi 1.81 za podlogu P7, 1,89 za podlogu P8, odnosno 1,90 za
podlogu P9. Sinteza proizvoda metabolizma glicerola zapocela je u 2 satu uzgoja. Kvasac
oznake CBS 712 metabolizira glicerol u oksalnu kiselinu. Najveca produktivnost procesa

zabiljezZena je prilikom rasta na podlozi P7.

Usporedbom rezultata prikazanih na slikama 11., 12. i 13. te u tablici 9., svatri odabrana
soja kvasca Kluyveromyces pokazuju sposobnost rasta na glicerolu kao glavnom izvoru ugljika.
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Pocetak rasta kvasceve biomase rezultat je potroSnje glukoze i trehaloze prisutnih u YPD
podlozi u kojoj je uzgajan inokulum, te je u drugom satu uzgoja zapocela potrosnja glicerola.
Kvasac Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u usporedbi s druga dva odabrana soja kvasca
Kluyveromyces ostvaruje najvecu produktivnost procesa prilikom rasta na glicerolu te ostvaruje
najveée prinose proizvoda metabolizma. Ksilitol je jedini proizvod metabolizma kvasac
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 prilikom rasta na glicerolu, iz ¢ega proizlazi da
kvasac metabolizam glicerola usmjerava za dobivanje spojeva potrebnih za rast i
razmnozavanje kvasc¢eve biomase §to pokazuje 1 najveca postignuta vrijednost opticke gustoce
mjerene pri 600 nm (OD s00) na podlozi P9 (2,40). Kvasac Kluyveromyces marxianus CBS 712
u odnosu na kvasac oznake DMKU 3-1042 ostvaruje vecu produktivnost procesa, dok u
usporedbi s kvascem oznake NBRC 1777 tro$i manje glicerola. Prilikom rasta na glicerolu na
kraju svakog provedenog uzgoja zaostalo je glicerola u podlozi zbog ¢ega nije djelovao kao
limitiraju¢i supstrat za rast u koncentraciji od 10 g/L. Najveca potrosnja glicerola (7,15 g/L)
zabiljezena je kod uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlozi P8 (15 g/L
glicerola).

Zhang i sur. (2014) proveli su uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus na podlozi s
ksilozom i glicerolom u razli¢itim koncentracijama te postigli prinos ksilitola od 99,29 g/L s
produktivnoséu 4,14 g/(Lh) na podlozi s 99,55 g/L ksiloze i 37,43 g/L glicerola. Pri
koncentraciji 151,91 g/L ksiloze te 56.12 g/L glicerola, proizvedeno je 149,60 g/L ksilitola s
maksimalnom produktivnosc¢u od 3,40 g/(Lh). Uzgojem pri 45 °C u podlozi sa 101,41 g/L
ksiloze s 37,79 g/L glicerola proizvedeno je 101,30 g/L ksilitola s produktivnoséu od 2,81
g/(Lh). Vecina studija o biokonverziji sirovog glicerola koristi Debaryomyces sp. i Candida
quercitrusa kao radne mikroorganizme. U seriji provedenih uzgoja, do 85 g/L arabitola
dobiveno je sa spomenutim kvascima s prinosima od 0,41 — 0,63 g/g glicerol (Filippousi i sur.,
2019; Yoshikawa i sur., 2014b; Koganti i sur., 2011). Produktivnosti ovih procesa bile su vrlo
niske, u rasponu od 0,12 do 0,35 g/(Lh). Uzgojem na glicerolu u ovom istrazivanju ostvareni
su znacajno manji prinosi ksilitola, dok je osim ksilitola, dobiven i etanol kao proizvod

metabolizma. Prinosi proizvoda prikazani su u tablici 9.
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Tablica 9. Parametri uspjesnosti, specifi¢ne brzine potroSnje supstrata i sinteze produkta tijekom uzgoja
kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 i
Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L glicerola (P7), 15 g/L glicerola (P8), 20 g/L
glicerola (P9)

K. marxianus K. marxianus K. marxianus

NBRC 1777 DKMU 3-1042 CBS 712
Parametri: P7 P8 P9 P7 | P8 | P9 | P7 | P8 | P9
Ysglicero [@/L] | 295 | 7,15 | 663 | 1,08 | 3,37 | 248 | 320 | 2,81 | 7,12
Yr toH) [9/L] 0.13 1.15 1,15 - - - - - -
Y (ksilitol) [Q/L] - - - 0,16 | 0,17 | 0,19 - - -
Y (oksk) [9/L] - - - - - - 041 | 0,36 | 0,41
Yers eoH) [9/0] 0,04 0,16 0,17 - - - - - -
Y pis(ksititon)[0/0] - - - 0,15 | 0,05 | 0,08 - - -
Yeis (oksk) [9/0] - - - - - - 0,14 | 0,12 | 0,06
Preon [g/Lh] | 0,01 | 001 | 0,01 - - - - - -
Pr oksk [g/(L )] - - - - - - 1002 | 001 | 001
rs [1/h] 0,02 0,03 0,09 001 | 001 | 001 | 001 | 0,00 | 0,02
recon [1/0] 030 | 0,39 | 0,39 - - - - - -
Isititol [1/0] - - - 0,31 | 0,31 | 0,32 - - -
loks.k. [1/h] - - - - - - 0,3 | 0,32 | 0,35

EtOH-etanol; oks.k.-oksalna kiselina
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Slika 14. Promjena opticke gustoce ODeoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NCRB 1777 u podlogama s 10 g/L ksiloze
(d), 15 g/L ksiloze (e), 20 g/L ksiloze (f)
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Slika 15. Promjena opticke gustoce ODeoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus DKMU 3-1042 u podlogama s 10 g/L kisloze
(d), 15 g/L ksiloze (e), 20 g/L ksiloze (f)
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Slika 16. Promjena opticke gustoc¢e ODeoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L ksioze (d),
15 g/L ksiloze (e), 20 g/L ksiloze (f)
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Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlogama s
razli¢itim koncentracijama ksiloze prikazani su na slici 14. i u tablici 10. Prilikom rasta na
podlozi P10, gdje je pocetna koncentracija ksiloze iznosila 10 g/L, utroSeno je 65,26 % ksiloze
od pocetne koncentracije, rastom na podlozi P11 s pocetnom koncentracijom 15 g/L ksiloze u
podlozi utroseno je 58,74 % od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na podlozi P12 s
pocetnom koncentracijom ksiloze 20 g/L utroseno 53,82 % od pocetne koncentracije ksiloze.
Mjerenjem opticke gustoce pri 600 nm (OD 600) uoceno je da na rast kvas€eve biomase ne utjece
razli¢ita koncentracija ksiloze u podlozi, buduéi da je na kraju svakog uzgoja zaostalo supstrata
u podlozi, a izmjerena vrijednost OD za P10 podlogu iznosi 1,68, za P11 podlogu 1,68 te za
P12 podlogu 1,66. Tijekom drugog sata uzgoja zapocela je konverzija Secera u alkohol, te je na
kraju uzgoja najveci prinos ksilitola (2,89 g/L) postignut tijekom uzgoja na podlozi P12. Osim
ksilitola, glicerol i octena kiselina su druga dva proizvoda metabolizma kvasca oznake NBRC
1777. Prilikom rasta na ksilozi, ostvaren je znac¢ajan prinos octene kiseline u koncentraciji od

3,41 g/L na podlozi P10, 3,75 g/L na podlozi P11 te 3,99 g/L na podlozi P12.

Na temelju rezultata prikazanih na slici 15. i u tablici 10. utvrdeno je da je kvasac
Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 prilikom rasta na podlozi P10 utrosio 40,7 % pocetne
koncentracije ksiloze, na podlozi P11 45,9 %, dok je na podlozi P12 utrosio 33,66 % od pocetne
koncentracije ksiloze. Direktnom konverzijom Secera u alkohol, proizvodnja ksilitola zapocela
je u drugom satu uzgoja u eksponencijalnoj fazi rasta kvasca. Najveci prinos ksilitola ostvaren
je prilikom rasta na podlozi P11 i iznosi 2,59 g/L, 46,99 % vise u usporedbi s prinosom
ostvarenim prilikom uzgoja na podlozi P10 (1,37 g/L), odnosno 20,71 % vise u usporedbi s
prinosom ostvarenim prilikom uzgoja na podlozi P12 (2,05 g/L). Na podlozi P10 ostvaren je
najveci prinos octene kiseline (4,07 g/L), a najmanji ksilitola, iz ¢ega proizlazi da je kvasac
usmjerio metabolizam u proizvodnju octene kiseline. Maksimalna vrijednost opticke gustoce
mjerene pri 600 nm (OD s00) postignuta je na kraju uzgoja i iznosi 2,36 za podlogu P10, 2,37
za podlogu P11, odnosno 2,31 za podlogu P12.

Rezultati uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus CBS 712 na podlogama s razli¢itim
koncentracijama ksiloze prikazani su na slici 16. i u tablici 10. Prilikom rasta na podlozi P10,
utroseno je 48,62 % ksiloze a od pocetne koncentracije, rastom na podlozi P11 utroSeno je 44,25
% od pocetne koncentracije, dok je prilikom rasta na podlozi P12 utroseno 48,61 % od pocetne
koncentracije glicerola. Maksimalna vrijednost opti¢ke gustoc¢e mjerene pri 600 nm (OD 600 )
postignuta je na Kraju uzgoja i iznosi 1,74 za podlogu P10, 1,88 za podlogu P11, odnosno 1,81

za podlogu P12. Sinteza proizvoda metabolizma ksiloze zapocela je u 2 satu uzgoja. Kvasac
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oznake CBS 712 metabolizira ksilozu u ksilitol i octenu kiselinu. Najve¢i prinos ksilitola
ostvaren je prilikom rasta na podlozi P12 te iznosi 2,08 g/L, a octene kiseline prilikom rasta na
podlozi P11 (3,69 g/L).

Usporedbom rezultata prikazanih na slikama 14., 15. i 16. te u tablici 10., sva tri
odabrana soja kvasca Kluyveromyces pokazuju sposobnost rasta na ksilozi kao glavnom izvoru
ugljika. Pocetak rasta kvaSceve biomase rezultat je potroS$nje glukoze i trehaloze prisutnih u
YPD podlozi u kojoj je uzgajan inokulum, te je u drugom satu uzgoja zapocela potroSnja
ksiloze. Proizvodnja ksilitola zapocela je u drugom satu uzgoja, a osim ksilitola proizvodi
metabolizma su octena kiselina za kvasce oznake NBRC 1777 te DMKU 3-1042, dok kvasac
oznake CBS 712 proizvodi uz ksilitol i octenu kiselinu. Kvasac oznake DMKU 3-1042 izvore
ugljika metabolicki trosi za vlastiti rast i razmnozavanje, Sto je uoceno iz izmjerenih vrijednosti
opticke gustoce na kraju uzgoja, kao direktnog pokazatelja prinosa kvasc¢eve biomase, koje su
za 28,78 % vece u odnosu na kvasac soja NBRC 1777, odnosno za 22,98 % vece u odnosu na
kvasac soja CBS 712. Prilikom rasta na ksilozi na kraju svakog provedenog uzgoja zaostalo je
neiskoristene ksiloze u podlozi zbog ¢ega nije djelovala kao limitiraju¢i supstrat za rast u
koncentraciji od 10 g/L. Najveca potrosnja ksiloze (10,77 g/L) zabiljezena je kod uzgoja kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlozi P20 (20 g/L ksiloze).

Opcenito, prinosi ksilitola iz lignoceluloznih supstrata krecu se izmedu 0,40 1 0,95 g/g
(Erian i Sauer, 2021). Junior i sur. (2019) su istrazili 218 sojeva kvasca (Cyberlindnera,
Wickerhamomyces, Kluyveromyces, Spathaspora, Meyerozyma, Hansenia) izoliranih iz tla i
trulog drveta radi ispitivanja njihove sposobnosti rasta na ksilozi i konverziji ksiloze u ksilitol.
Optimizacijom procesa, najveca koncentracija ksilitola od 109 g/L dobivena je uzgojem kvasca
Cyberlindnera tropicalis, na hidrolizatu izluZenih rezanaca Secerne repe uz postignuti prinos
od 2,81 g/(Lh) s koeficijentom konverzije od 0,86 g/g. Geneticki konstruirani sojevi C.
tropicalis, K. marxianus i S. cerevisiae ostvarili su proizvodnju kislitola s prinosima od 91-102
g/L iz Cistog tekuceg ksiloznog sirupa (Zhang i sur., 2021a). U ovom istrazivanju postignuti su
manji prinosi ksilitola u odnosu na spomenuta istrazivanja. Maksimalni prinos ksilitola (2,89

g/L) postignut je uzgojem kvasca K. marxianus NBRC 1777 na podlozi s 20 g/L ksiloze.
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Tablica 10. Parametri uspjesnosti, specificne brzine potro$nje supstrata i sinteze produkta tijekom uzgoja
kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 i
Kluyveromyces marxianus CBS 712 u podlogama s 10 g/L ksiloze (P10), 15 g/L ksiloze (P11), 20 g/L
ksiloze (P12)

K. marxianus K. marxianus K. marxianus
NBRC 1777 DKMU 3-1042 CBS 712
Parametri: P10 | P11 P12 P10 | P11 P12 | P10 | P11 P12

Y's (ksiloza) [9/L] 6,53 | 6,81 | 10,77 | 4,08 | 551 | 549 | 486 | 6,79 | 7,29

Y (ksilitol) [9/L] 135 | 1,79 | 2,89 | 1,37 | 259 | 2,05 | 168 | 1,10 | 2,08

Y (glicerol) [Q/L] 0,32 | 0,52 0,40 - - - - - -

Ye (ok) [O/L] 341 | 3,75 | 399 | 406 | 3,79 | 3,01 | 3,26 | 3,69 | 2,90

Yeisgsilioh [9/g] | 0,21 | 0,26 | 0,27 | 034 | 047 | 037 | 035|016 | 0,28

Yeis(liceron[g/g] | 0,05 | 0,08 | 0,04 - - - - - -

Yris ok) [9/0] 052 | 05 | 037 | 099 | 069 | 055 | 0,67 | 0,55 | 0,40

Pr ksilitol [g/L 0] | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,02

Pr glicerol [g/L ] 0,01 | 0,01 0,01 - - - - - -

Prok [g/L h] 0,02 | 0,02 0,02 0,04 | 0,03 0,02 | 0,03 | 0,02 0,02
rs [1/h] 0,07 | 0,08 0,04 0,03 | 0,02 0,02 | 0,04 | 0,38 0,03
Fksititol [1/0] 0,38 | 0,41 0,41 0,41 | 042 0,41 0,41 | 0,39 0,41
Fglicerol [1/h] 042 | 0,31 | 0,35 - - - - - N

rok. [1/h] 0,43 | 0,44 044 0.44 | 0,44 0,42 0,43 | 0,44 0,43

o.k.-octena kiselina
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4.2. SARZNI UZGOJ KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 U BIOREKTORU
S MIJESALOM NA PODLOZI KOJA SIMULIRA SASTAV KISELINSKOG
HIDROLIZATA IZLUZENIH REZANACA SECRNE REPE U AEROBNIM I
ANAEROBNIM UVJETIMA

Sposobnost potrosnje supstrata i sinteze vrijednih proizvoda metabolizma kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata
izluzenih rezanaca Secerne repe ispitana je u Sarznim uzgojima u biorekatoru s mijeSalom u
aerobnim i anaerobnim uvjetima. Sastav podloge prikazan je u tablici 5., podloga za uzgoj
pripremljena je na nacin opisan u Poglavlju 3.2.4.3., a uzgoj je voden prema opisu u Poglavlju
3.2.5.2. Uzgoj je voden 24 h i u aerobnim i u anaerobnim uvjetima, a graficki prikaz promjene
koncentracije supstrata, produkata te opticke gustoc¢e podloge pri 600 nm (direktan pokazatelj
rasta bakterijske biomase) prikazan je na slici 17. Pokazatelji uspjesnosti vodenja procesa

prikazani su u tablici 11.
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Slika 17. Promjena opticke gusto¢e ODsoo, koncentracije supstrata i koncentracije produkata
tijekom uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u podlozi koja simulira tekuéi
hidrolizat izluZzenih rezanca Seéerne repe u aerobnim uvjetima (a), te anaerobnim (b)

( —0—glukoza —}—arabinoza —A—ksiloza —%—octena kiselina —%—mravlja kiselina —O—etanol —+— 0D )
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Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru s mijesalom,
na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata izluzenih rezanaca Secerne repe voden
je tijekom 24 h i u aerobnim i u anaerobnim uvjetima. Tijekom uzgoja kvasac je imao na
raspolaganju glukozu, ksilozu i arabinozu te octenu i mravljuu kiselinu kao izvore ugljika, koje
pocinje trositi nakon Sto su utroSeni Seceri prisutni u YPD inokulumu, glukoza te trehaloza koja

je sadrzana u kvas¢evom ekstraktu i peptonu.

U aerobnim uvjetima, glukoza je potpuno utrosena U ¢etvrtom satu uzgoja, nakon cega
je zapocela potrosnja ksiloze koje je utroseno 82,19 % od pocetne vrijednosti 3 g/L. Tijekom
cijelog vodenja uzgoja kvasac je troSio arabinozu u vrlo malim koli¢inama te je ukupna
potro$nja arabinoze iznosila 6,01 % od pocetne vrijednosti 15 g/L. Zbog spomenutog
primijecen je diauksican rast na glukozi i arabinozi, odnosno ksilozi i arabinozi. U anaerobnim
uvjetima glukoza je u potpunosti utroSena u treCem satu uzgoja, nakon ¢ega je zapocela
potrosnja ksiloze koje je utroSeno 69,74 % od pocetne koncentracije 3 g/L.. PotroSnja arabinoze
zapocela je u petom satu uzgoja i potroSeno je 8,57 % od pocetne koncentracije 15 g/L. Od
proizvoda metabolizma sintetiziran je etanol i octena kiselina. Veéi prinos etanola za 3,52 %
postignut je tijekom uzgoja u anaerobnim uvjetima, a postignuta vrijednost iznosi 5,3076 g/L.
Zabiljezeni prinos octene kiseline u aerobnim uvjetima iznosi 0,81 g/L i ve¢i je za 7,71 % u
odnosu na anaerobne uvjete. Izmjerena vrijednost opticke gustoce mjerene pri 600 nm (OD 600)
u aerobnim uvjetima iznosi 1,07, a u anaerobnim 0,79. Buduc¢i da je opticka gustoca direktan
pokazatelj rasta kvasCeve biomase u podlozi, proizlazi da u aerobnim uvjetima kvasac
usmjerava metabolizam u rast kvasceve biomase, dok u anaerobnim uvjetima ostvaruje veci

prinos proizvoda metabolizma.

Feng i sur. (2021) proveli su ispitivanje rasta kvasca Kluyveromyces marxianus CICC
1727-5 na glukozi, ksilozi te lignoceluloznim susptratima u razli¢itim uvjetima aeracije. Iz
istrazivanja proizlazi da kvasac moze kofermentirati glukozu i ksilozu kako bi istovremeno
proizvodio etanol i ksilitol. Treba napomenuti da je ksiloza minimalno potroSena nakon §to je
glukoza iscrpljena u podlozi u uvjetima bez aeracije. Rezultati istrazivanja pokazali su da je
mikroaeracija korisna za ublazavanje stresa visestrukih inhibitora prisutnih u lignoceluloznim
supstratima. Spomenute tvrdnje potvrdilo je i ovo istrazivanje, buduci da su kao proizvodi

metabolizma dobiveni i etanol i ksilitol s prinosima prikazanim u tablici 11.
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Tablica 11. Pokazatelji uspjesnosti uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u

podlozi koja simulira teku¢i hidrolizat izluzenih rezanaca Secerne repe u aerobnim i anaerobnim

uvjetima

Procesni parametri Aerobni uzgoj Anaerobni uzgoj

Y's (glukoza) [0/L] 4,76 4,76

Y's (ksiloza) [9/L] 2,47 2,09

Y's (arabinoza) [Q/L] 0,90 1,29

Yp (eton) [0/L] 5,12 5,31

Yp k) [9/L] 0,81 0,74

Pr eton [9/L h] 0,21 0,22

Pr ok [9/L h] 0,03 0,03

I's (glukoza) [1/N] 0,45 0,45

I's (ksiloza) [1/N] 0,01 0,03

I's (arabinoza) [1/N] 0,01 0,01

reton [1/0] 0,29 0,30

ok [1/0] 0,45 0,45

Fm.k. [1/] 0,37 0,37

EtOH-etanol; o.k.-octena kiselina
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4.3. SARZNI UZGOJ KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 U BIOREKTORU
S MIJESALOM NA KISELINSKOM HIDROLOZATU IZLUZENIH REZANACA
SECRNE REPE U AEROBNIM I ANAEROBNIM UVJETIMA

Sposobnost potrosnje supstrata i sinteze vrijednih proizvoda metabolizma kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na kiselinskom hidrolizatu izluZenih rezanaca Secerne
repe ispitana je u Sarznim uzgojima u bioreaktoru s mijeSalom u aerobnim i anaerobnim
uvjetima. Sastav tekuceg kiselinskog hidrolizata prikazan je u tablici 2., a na¢in dobivanja istog
opisan je u Poglavlju 3.2.2.. Podloga je pripremljena na nacin opisan u Poglavlju 3.2.4.5., a
vodenje uzgoja opisano je u Poglavlju 3.2.5.4. U aerobnim uvjetima uzgoj je voden 26 h, dok
je u anaerobnim uvjetima trajao 30h, a graficki prikaz promjene koncentracije supstrata,
produkata te opticke gustoce podloge pri 600 nm (direktan pokazatelj rasta kvas¢evebiomase)

prikazan je na slici 18. Pokazatelji uspjesnosti vodenja procesa prikazani su u tablici 12.
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Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru s mijesalom,
na kiselinskom hidrolizatu izluzenih rezanaca $ecerne repe voden je tijekom 26 h u aerobnim i
30h u anaerobnim uvjetima. Tijekom uzgoja kvasac je imao na raspolaganju glukozu, ksilozu i

arabinozu te octenu i mravlju kiselinu kao izvore ugljika.

U aerobnim uvjetima, glukoza je potpuno utroSena u drugom satu uzgoja, uz
istovremenu potros$nju ksiloze koje je utroseno 89,78 % od pocetne vrijednosti 2,75 g/L.
Tijekom cijelog vodenja uzgoja kvasac je trosio arabinozu u vrlo malim koli¢inama te je ukupna
potro$nja arabinoze iznosila 27,02 % od pocetne vrijednosti 12,21 g/L. Zbog istovremene
potros$nje glukoze, ksiloze i arabinoze primijecen je triauksi¢ni rast. U anaerobnim uvjetima
glukoza je u potpunosti utroSena u Sestom satu uzgoja, nakon Cega je zapocela znacajnija
potrosnja ksiloze koje je utrosSeno 93,93 % od pocetne koncentracije 2,76 g/L. Veca potrosnja
arabinoze je bila tijekom prva dva sata uzgoja te je ukupno utroSeno 28,51 % od pocetne
koncentracije 12,21 g/L. Od proizvoda metabolizma sintetiziran je ksilitol i octena kiselina.
Prema detektiranim vrijednostima proizvoda metabolizma, kislitola je proizvedeno 10, 23 %
viSe u aerobnim uvjetima s prinosom od 1,43 g/L. U anaerobnim uvjetima zabiljeZen je veci
prinos octene kiseline te iznosi 4,46 g/L. Izmjerena vrijednost opticke gusto¢e mjerene pri 600
nm (OD s00) U aerobnim uvjetima iznosi 1,83, a u anaerobnim 0,61. Budu¢i da je opti¢ka gustoca
direktan pokazatelj rasta kvasceve biomase u podlozi, proizlazi da u aerobnim uvjetima kvasac
usmjerava metabolizam u rast kvas¢eve biomase, dok u anaerobnim uvjetima ostvaruje veci

prinos proizvoda metabolizma.

Liu i sur. (2023) proveli su uzgoj kvasca Kluyeromyces marxianus na lignoceluloznoj
sirovini, teku¢em kiselinskom hidrolizatu rize te je postignuta koncentracija etanola iznosila
(52,68 + 14,45) mg/L, a koncentracija octene kiseline iznosila je (32,67 = 1,57) mg/L, dok je u
ovom istrazivanju postignuta vec¢a koncentracija octene kiseline s rezultatima prikazanim u

tablici 12.
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Tablica 12. Pokazatelji uspjesnosti uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na

teku¢em hidrolizatu izluzenih rezanaca Secerne repe u aerobnim i anaerobnim uvjetima

Procesni parametri | Aerobni uzgoj Anaerobni uzgoj
Y's (glukoza) [9/L] 0,63 1,44
Y's (ksiloza) [9/L] 2,05 2,58

Y's (arabinoza) [Q/L] 3,30 3,48
Yp (ksititol) [9/L] 1,43 1,28
Yp ok) [9/L] 0,82 4,46
Prisiiitor [9/(LN)] 0,06 0,05
Pr ok [9/(LN)] 0,03 0,19
I's (glukoza) [1/N] 0,36 0,19
I's (ksiloza) [1/0] 0,10 0,12
I's (arabinoza) [1/h] 0,01 0,02
Msilitol [1/0] 0,40 0,39
rok. [1/h] 0,36 0,45

o.k.-octena kiselina
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44. SARZNI UZGOJA KVASCA Kluyveromyces marxianus NBRC 1777, U
BIOREAKTORU S MIJESALOM, NA KEMIJSKI DEFINIRANOJ PODLOZI S
GLICEROLOM KAO GLAVNIM 1ZVOROM UGLJIKA U AEROBNIM |
ANAEROBNIM UVJETIMA.

Sposobnost potrosnje supstrata i sinteze vrijednih proizvoda metabolizma kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 na podlozi s 25 g/L glicerola, kao jedinog izvora
ugljika, ispitana je u bioreaktoru s mijeSalom u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Sastav
podloge prikazan je u tablici 6., podloga je pripremljena na nacin opisan u Poglavlju 3.2.4.4., a
vodenje uzgoja opisano je u Poglavlju 3.2.5.3. Uzgoj je voden 26h Sarzno. Na slici 19. graficki
je prikazana potrosnja glicerola te promjena opticke gustoce podloga mjerene pri 600 nm
(ODe0o).
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Slika 19. Promjena opticka gustoca ODeoo i koncentracije supstrata tijekom uzgoja kvasca
Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u podlozi s glicerolom u aerobnim (a) i anaerobnim

uvjetima (b) (¢ gficerel 700D )
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Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru s mijesalom,
u podlozi s glicerolom kao jedinim izvorom ugljika voden je tijekom 26 h u aerobnim i

anaerobnim uvjetima.

Uzgojem u aerobnim uvjetima postignut je veci prinos kvas¢eve biomase $to uo¢avamo
iz izmjerene vrijednosti opticke gustoce pri 600 nm (ODsoo )u vrijednosti 2,52 na kraju uzgoja
u odnosu na uzgoj u anaerobnim uvjetima gdje je na kraju uzgoja izmjerena vrijednost opticke
gustoée podloge iznosila 2,10. U anaerobnim uvjetima kvasac je potrosio 7,93 % glicerola od
pocetne koncentracije (2,01 g/L), dok je u aerobnim uvjetima ostvarena veca potros$nja
glicerola, 31,49 % od pocetne vrijednosti (8,31 g/L). Na temelju dobivenih rezultata proizlazi
da kvasac soja NBRC 1777 u aerobnim uvjetima ostvaruje vec¢u potrosnju glicerola za 74,75 %
u usporedbi s potro$njom u anaerobnim uvjetima. Prema analizi dobivenih kromatograma
pretpostavlja se da kvasca soja NBRC 1777 moze proizvesti odredene proizvode metabolizma
koji nisu uspjesno identificirani budu¢i da postignute koncentracije istih nisu signifikantne,
zbog ¢ega je potrebno provesti daljnja istraZivanja uz optimizaciju procesa. Nacin na koji bi se
moglo nastaviti istraZivanja za postizanje vecih prinosa proizvoda metabolizma moze se
provesti uzgojem u uvjetima osmotskog stresa kada je povecan unos, ekspresija i efluks

glicerola (Duskova i sur., 2014).

U studiji koju su proveli Zhang i sur. (2020), u kvascu Kluyveromyces marxianus
NBRC1777 identificiran je gen KmSTL1 koji kodira za protein prijenosnik glicerola, te gen
KmSTL1 koji je bitan za osmotoleranciju K. marxianus. Pod hiperosmotskim stresom, K.
marxianus povecava sintezu glicerola poveéanjem ekspresije KmGPDL1 gena, te povecava
prijenos glicerola iz izvanstani¢nog medija u unutrasnjost stanice, dok povecanjem ekspresije
KmSTL1 gena se smanjuje refluks glicerola. Ovi putovi bi trebali biti korisni za konstrukciju
geneticki modificiranih stanica K. marxianus sa sposobnos¢u proizvodnje visokovrijednih
proizvoda metabolizma asimilacijom sirovog glicerola koji se koristi kao supstrat ili pod
hiperosmotskim stresom. Budu¢i da se podloga s glicerolom koju sam koristila u ovom
istrazivanju nije pokazala dobrim izborom za uzgoj kvasca K. marxianus, spomenuto

istrazivanje moze se Koristiti kao smjernica za nastavak ovog istrazivanja.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata tijekom provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Prilikom ispitivanja rasta na glukozi kvasac K. marxianus NBRC 1777 ostvaruje
najvecu specificnu brzinu rasta 0,10 1/h, dok kvasac K. marxianus DKMU 3-1042
ostvaruje najvece prinose visokovrijednih proizvoda metabolizma (1,01 g/L etanola).
Tijekom rasta na arabinozi kvasac K. marxianus NBRC 1777 najuspjeSnije trosi i
metabolizira arabinozu za rast i razvoj kvasceve biomase s postignutim prinosom od
2,46 g/L, te s postignutim najve¢im prinos arabitola u koncentraciji od 2,84 g/L.
Tijekom uzgoja na glicerolu zabiljezen je najmanji prirast kvasc¢eve biomase odabranih
sojeva kvasca Kluyveromyces. Kvasac Kluyceromyces marxianus NBRC 1777 jedini
proizvodi etanol prilikom rasta na glicerolu s makismalnim postignutim prinosom od
1,15 g/L. Najveca potroSnja ksiloze zabiljezena je kod uzgoja kvasca soja NBRC 1777

uz ostvaren najveci prinos ksilitola (2,89 g/L).

2. Rezultati Sarznog uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru
s mijeSalom, na podlozi koja simulira sastav kiselinskog hidrolizata izluZenih rezanaca
Secerne repe pokazuju da je veéi prinos etanola postignut tijekom uzgoja u anaerobnim
uvjetima, a postignuta vrijednost iznosi 5,31 g/L, dok je veci prinos kvas¢eve biomase

zabiljezen prilikom uzgoja u aerobnim uvjetima.

3. Rezultati Sarznog uzgoja kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru
s mijeSalom, na kiselinskom hidrolizatu izluzenih rezanaca Secerne repe proveden je u
aerobnim i anaerobnim uvjetima. Od proizvoda metabolizma sintetiziran je ksilitol i
octena kiselina. Takoder je uoceno je da u anaerobnim uvjetima kvasac metabolizam
usmjerava u prinos proizvoda s postignutom koncentracijom octene kiseline od 4,46 g/L

na kraju uzgoja te ksilitola u koncentraciji od 1,28 g/L.

4. Sarzni uzgoj kvasca Kluyveromyces marxianus NBRC 1777 u bioreaktoru s mijesalom,
na glicerolu kao jedinom izvoru ugljika, proveden je u aerobnim i anaerobnim uvjetima.
Uzgojem u aerobnim uvjetima kvasac je uspjesnije trosio glicerol te je ostvaren veéi
prinos kvasceve biomase. Prinosi proizvoda metabolizma nisu prikazani, buduéi da
postignute koncentracije nisu signifikantne zbog ¢ega treba provoditi daljnja

istrazivanja.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Standardi koristeni za UPLC analizu

2
R SPOJ JEDNADZBA BAZDARNOG R
. PRAVCA
(min) )
5.080 glukoza Area = 140381.12 gglukoza - 157.58 1.0000
5.590 ksiloza Area = 14424 Qksiloza - 1142,6 0.9991
6.08 arabinoza Area = 11977 Qarabinoza - 1302,3 0.9994

6.124 oksalna kiselina Area = 142894 goksalna kiselina - 26067 0.9989

6.283 arabitol Area = 133897.92 Qaravitol + 192.30 | 1.0000
6.235 rubitol Area = 139500 grubito+ 10358 1.0000
6.427 ksilitol Area = 141414.03gksiliol + 799.15 | 1.0000
7.292 glicerol Area = 115438 gglicerol + 2603.5 0.9999

7.683 octena kiselina Area = 25538 Qoctena kiselina + 4404.1 0.98

10.074 etanol Area = 484161 Qetanol + 737.97 0.9999




IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja MIJA KASELJ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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