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1. UVOD

Medovina, poznata i kao vino od meda, jedno je od prvih fermentiranih pi¢a nastalo prije
nekoliko tisuéa godina (Queiroz i sur., 2024). lako medovina nije popularna poput drugih
alkoholnih pi¢a zbog slabije dostupnosti i veée cijene glavne sirovine, odnosno meda, u
zadnje vrileme opet je postala popularna proizvodnja u manjim mediarskim obrtima te u
kuénoj proizvodnji u nekim drzavama poput Amerike, Poljske i Ceske (Pereira i sur., 2017;

Starowicz i Granvogl, 2020).

Na uspjeSnu proizvodnju i karakteristike kona&nog proizvoda utjeCu brojni parametri, a u
svrhu optimizacije procesa fermentacije provode se istraZivanja odabira meda pogodnog
sastava, selekcije najboljeg kvasca, formuliranja sladovine i njenog obogacivanja s hranjivim
dodatcima, optimiraju se parametri i uvjeti fermentacije te se razvijaju nove metode
proizvodnje (Queiroz i sur., 2024). Tijek fermentacije, aktivhost kvasca i sastav gotove
medovine, znac¢ajno ovise o0 sastavu meda te o uvjetima fermentacije. Med ne sadrzi dovoljnu
koliCinu minerala, faktora rasta te duSika Sto utjeCe na fermentacijsku aktivhost kvasca,
trajanje same fermentacije i formiranje sporednih pozeljnih, ali i nepozeljnih produkata
(Pereira i sur., 2017). Do sada je provedeno nekoliko istrazivanja utjecaja dodatka kvascevog
ekstrakta i amonijevog difosfata kao izvora dusSika na tijek fermentacije i udio etanola u
kona¢nom proizvodu te je uoCeno postizanje boljih pokazatelja uspjeSnosti procesa i vedi
konacni udio etanola u odnosu na fermentacije u kojima nije dodavan izvor duSika (Pereira i
sur., 2017; Starowicz i Granvogl, 2020). lako se medovina i dalje proizvodi tradicionalnim
putem u kucnoj proizvodnji, postoje istrazivanja vezana uz razvoj industrijskin procesa s

ciliem optimiziranja proizvodnje i smanjenja proizvodnih troSkova (Queiroz i sur., 2024).

U preliminarnom dijelu ovog eksperimentalnog rada, ispitan je utjecaj dodatka dvije
razliCite koncentracije kvascevog ekstrakta (0 g/L, 0,5 g/L i 2 g/L) na tijek fermentacije,
aktivnost kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 i konacni udio etanola u medovini
proizvedenoj iz sladovine od lipinog meda razrijedenog s vodom u omjeru 1 : 8 (med : voda).
Na temelju rezultata preliminarnog istraZivanja, odabrana je optimalna koncentracija
kvaSCevog ekstrakta te je provedeno ispitivanje proizvodnje medovine u bioreaktoru s
mijeSalom $arznim i polukontinuiranim postupkom. lzuzimanim uzorcima odredivana je
optiCka gustoéa spektrofotometrom u svrhu pracenja porasta biomase kvasca, a koncentracije
supstrata i produkata u uzorcima odredene su pomocu visoko ucinkovite tekucinske

kromatografije (engl. ultra-performance liquid chromatography, UPLC).



2. TEORIJSKI DIO

2.1 SIROVINE U PROIZVODNJI MEDOVINE

Glavne sirovine za proizvodnju medovine su med i voda. Med je visoko koncentrirana
viskozna otopina Seéera koju proizvode p&ele sakupljanjem peludi i nektara biljaka (Bodor i
sur., 2020). Sastav meda je vrlo varijabilan i ovisi o botani¢kom i geografskom podrijetiu
cvijeta odnosno biljaka i izvoru nektara te o sezonskim, godiSnjim i klimatskim uvjetima
podrucja. Takoder, na konac¢ni sastav i senzorsku kvalitetu meda mogu utjecati i ljudski faktori
rukovanja sa medom te uvjeti skladistenja (Bertoncelj i sur., 2007). Med se pretezno sastoji
od ugljikohidrata, vode i drugih komponenata prisutnih u manjim koli€inama poput minerala,
vitamina, proteina, lipida, enzima, organskih kiselina, aminokiselina, polifenola i flavonoida te
drugih fitokemikalija (Finola i sur., 2007). Ugljikohidrati ¢ine 95-99 % suhe tvari meda a
najzastupljeniji su fruktoza, glukoza i saharoza, pri ¢emu njihovi udjeli utje€u na slatkocu i
teksturu meda (Bogdanov i sur., 2008). Voda je druga najvaznija komponenta meda a njen
udio kreée se u rasponu od 15 do 20 %. Njen udio utje€e na viskoznost meda te na stabilnost
i sprieCavanje fermentacije i kristalizacije meda tijekom pohrane (Olaitan i sur., 2007). Minerali
u medu potjecu iz tla i biljaka te su zastupljeni u vrlo malim koncentracijama u svjetlijem medu
poput lipinog te u nesto veéim koncentracijama u tamnijem medu poput kestenovog. Kalij €ini
oko 1/3 ukupnih minerala, a slijede ga drugi minerali poput kalcija, natrija, magnezija, fosfora i
zeljeza (Bogdanov i sur., 2008). Od organskih kiselina u medu se mogu naci glukonska,
pirogrozdana, jabuéna, limunska, jantarna i fumarna kiselina (Bogdanov i sur., 2008).
Povecéana koncentracija kiselina, odnosno snizena pH vrijednost meda, moze biti indikator
pojave nezeljene fermentacije zbog prisutnosti osmotolerantnih divljih kvasaca prilagodenih
na visoke koncentracije Secera (Finola i sur., 2007). Med sadrzi mali udio vitamina, a
najzastupljeniji je vitamin C prisutan u gotovo svim vrstama (Ciulu i sur., 2011). S druge
strane, najzastupljeniji dusikovi spojevi su aminokiseline, peptidi, protein i derivati nukleinskih
kiselina te su prisutni u vrlo malim koncentracijama. Aminokiselinski sastav jako ovisi o
geografskom podrijetlu, a prolin je jedna od zastupljenijih aminokiselina (Alvarez.Suarez i sur.,
2010). Od enzima se Cesto pronalaze invertaza, diastaza, glukoza oksidaza i katalaza
(Bogdanov i sur., 2008). Med sadrzi i razne fenolne komponente poput flavonoida, fenolnih
kiselina i derivata kiselina (Pereira i sur., 2017). Takoder, med moze sadrzavati i preko 300
hlapivih komponenata uklju€ujuéi alkohole, aldehide, ketone, estere, hlapive kiseline, derivate
benzena, furane i terpene (Castro-Vazquez i sur., 2009), a pojedini specificni spojevi

karakteristi¢ni su za odredene vrste monofloralnin medova.



Mikroorganizmi su takoder prisutni u medu, a potje€u iz okolida, tla, dijelova biljaka,
peluda, gastrointestinalnog sustava pcela ili je njihova prisutnost posljedica kontaminacije od
strane ljudi, Zivotinja i opreme (Olatain i sur., 2007). Od mikroorganizama mogu se pronaci
plijesni iz rodova Penicillium, Aspergillus, Cladosporium i Mucor, zatim gram-pozitivhe
bakterijske vrste iz rodova Bacillus, Streptococcus i Clostridium te gram-negativne bakterijske
vrste iz rodova Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pseudomonas te Eschericia coli. Zbog
nepovoljnih uvjeta u medu kao Sto su visoka koncentracija 3ecera, niska pH vrijednost i mali
udio vode, plijesni i bakterije se pretezno ne razmnozavaju, ali mogu prezZivjeti, osobito
sporuliraju¢i rodovi bakterija koji mogu proizvesti toksine nakon unosa meda u probavni
sustav potroSaca (Kéc€aniova i sur., 2009). Naravno, u medu se mogu naci i divlji kvasci iz
rodova Saccharomyces, Debaryomyces i Hansenula. Vecina kvasca izolirana iz meda su
osmotolerantni te prezivljavaju uvjete visokih koncentracija Secera, visokog osmotskog tlaka i
niskih pH vrijednosti (Al-Waili i sur., 2012), a mogu i biti uzro€nici nepozeljne fermentacije

meda.

NajceS¢a upotreba u proSlosti, a i danas je upotreba meda kao prirodnog zasladivaca.
Nadalje, med je jedan od proizvoda koji se najvise upotrebljavao u proSlosti kao dio
tradicionalne medicine zbog terapijskog potencijala u lijeCenju didnih i probavnih bolesti,
sposobnosti lije€enja rana i raznih upala (Mulu i sur., 2004). Poznato je takoder da med, pa
tako i proizvodi na bazi meda, poput medovine, imaju antioksidativno, antibakterijsko i
protuupalno djelovanje zahvaljujuci fenolima i flavonoidima (Almasaudi, 2021). Med, odnosno
medovina se moze Koristiti i za proizvodnju mednog octa te medenog senfa (Pereira i sur.,
2017).

Voda koja se koristi za pripremu sladovine te opcenito u proizvodniji alkoholnih pi¢a, mora
zadovoljavati odredene kriterije kvalitete poput bistroée, malih koncentracija klora,

kontroliranog pH te odsutnosti bilo kakvih mikroorganizama (Siméao i sur., 2023).



2.2. MEDNA SLADOVINA

Priprema medne sladovine sastoji se od razriedivanja meda sa vodom u omjeru koiji ovisi
o tome kakva medovina se Zeli dobiti na kraju procesa (Pereira i sur., 2017). Buduc¢i da med,
a pogotovo razrijeden sa vodom, ne sadrZi dovoljne koncentracije nutrijenata za rast i
aktivnost kvasca, mednoj sladovini potrebno je dodavati hranjive tvari i faktore rasta kako bi
se osigurali optimalni uvjeti za fermentaciju. Tako npr. najéeSce se kao izvor dusika dodaju
soli poput diamonijevog fosfata te kvascev i sladni ekstrakt ili pepton. Dodatak smjese aditiva i
nutrijenata doprinosi smanjenju osjetljivosti kvasca na stresne uvjete okoline, skraéenju
vremena trajanja fermentacije, poveéanju prinosa etanola i poboljSanju karakteristika
kona¢nog proizvoda (Pereira i sur., 2017). Takoder, moguée je koristiti komade voca, pulpe,
vocne sokove, pelud i prirodne ekstrakte koji osim optimiziranja potrebe za nutrijentima, mogu
poboljSati i okus konacnog proizvoda. Medutim njihov sastav je varijabilan isto kao i sastav
meda pa nije pouzdano da ¢e se svakom primjenom osigurati dovoljno nutrijenata za kvasac
te da ¢e nastali proizvod biti zadovoljavajuéih, ujednacenih karakteristika (Gupta i Sharma,
2009), a mogu predstavljati i dodatni izvor kontaminacije. Za osiguravanje optimalnih uvjeta
za proizvodni mikroorganizam, preporu¢a se dodatak komercijalnih smjesa nutrijenata
dostupnih na trzistu koje uglavnom sadrze potrebne vitamine i minerale te najvaznije, izvore
duSika. Smjese nutrijenata obi¢no sadrze sastojke poput biotina, tiamina, magnezijevog
klorida, piridoksina, kalcijevog pantotenata, limunske kiseline, kalijevog citrata, a od izvora
duSika mogu se nacéi diamonijev fosfat, kvaS€ev ekstrakt, sladni ekstrakt i pepton (Rivaldi i
sur., 2009, Iglesias i sur., 2014). lzvori dusika, odnosno sam dusik, najvazniji je nutrijent za
ucinkovitu proizvodnju medovine i njegov nedostatak u sladovini smatra se glavnim uzrokom
zastoja ili usporene fermentacije (Mendes-Ferreira i sur., 2011). Dusik, uz fosfor, utjeCe
direktno na rast kvasca, kvas€evu brzinu provodenja fermentacije te posljedi¢no i na duljinu
trajanja fermentacije (Pereira i sur., 2017). Manjak dusika i fosfora dovodi do produljenja
fermentacije pri ¢emu moze doéi do autolize kvasca te izlozenosti sladovine bakterijskoj
kontaminaciji (Morales i sur., 2013). Koncentracija dusika utjeCe i na proizvodnju sporednih
produkata fermentacije, poput H2S, masnih kiselina, visih alkohola i estera, koji pozitivno ili

negativno utje€u na senzorska svojstva kona¢nog proizvoda (Mendes-Ferreira i sur., 2011).

Zbog negativnog utjecaja niskog pH na rast kvasca i nastanak komponenata arome,
obavezan je dodatak kiselina i puferiraju¢ih tvari u sladovinu za odrzavanje pH vrijednosti
tijekom fermentacije u rasponu od 3,7 do 4,0 pH jedinica (Ramalhosa i sur., 2011). Korekcija

pH vrijednosti sladovine provodi se i u svrhu povecanja puferskog kapaciteta te postizanja



ravnoteze izmedu kiselosti i slatkoCe konacnog proizvoda, dodatkom vinske, jabucne ili
limunske kiseline (Pereira i sur., 2017; Simé&o i sur., 2023). Koli¢ina proizvedenih organskih
kiselina i osjetljivost kvasca na pH vrijednost, ovise 0 soju upotrijeblienog kvasca i o
dostupnosti nutrijenata. Proizvodnja i akumulacija organskih kiselina, kao 3to su octena
kiselina i sukcinat, od strane kvasca tijekom fermentacije, ima znacajan utjecaj na njenu
dinamiku. Uz veé prirodno nisku pH vrijednost meda, posljedicno i medne sladovine,
nastankom organskih kiselina i otapanjem nastalog CO. u fermentirajucoj sladovini dolazi do
dodatnog smanjenja pH vrijednosti na vrijednost ispod 3,0 pH jedinice, Sto usporava
bioproces (Sroka i Tuszynski, 2007). S druge strane niza pH vrijednost podloge je korisna jer
inhibira rast nepoZeljnih mikroorganizama, medutim isto tako mozZe doci i do inhibicije rasta
kvasca ako se pH vrijednost spusti ha manje od 2,5 pH jedinica (Sroka i Tuszynski, 2007).
Nadalje, smanjenje pH rezultira slabijom disocijacijom srednjelan¢anih masnih kiselina,
odnosno njihovim povecéanim udjelom u sladovini i u stani€énoj membrani kvasca. Posljedica je
smanjenje tolerancije kvasca na etanol, odnosno povecanje osjetljivosti membrane na alkohol
te inhibicija rasta stanica (Ramalhosa i sur., 2011). Kao odgovor na stresne uvjete visokog
osmotskog tlaka zbog visoke koncentracije Secera, kvasac sintetizira i glicerol koji djeluje kao
anti-stresni faktor. Proizvodnja glicerola ovisi i o koncentraciji kratkolan€anih organskih
kiselina, ponajprije octene i mravlje kiseline te sukcinata (Hohman i sur., 2002). Takoder,
dostupnost organskih kiselina zna¢ajno utjeCe na konverziju srednjelan¢anih masnih kiselina
u njihove odgovarajuée etil estere koji imaju snazan doprinos aromi konac¢nog proizvoda
(Mendes-Ferreira i sur., 2010). Budu¢i da Hernandez i sur. (2015) u svom istrazivanju navode
kako je od organskih kiselina sukcinat zabiljezen u najveéim koncentracijama u svim uzorcima
gotove medovine, kontroliranje koncentracije sukcinata mogao bi biti jedan od klju¢nih faktora

za proizvodnju medovine.

Kako bi se sprijeCio rast nepozeljnih mikroorganizama, sladovina se moze i sumporiti,
poput mosta za proizvodnju vina, dodatkom kalijevog metabisulfita ili sumporovog dioksida
(Simao i sur.,, 2023). Osim sumporenja, razvoj mikoorganizama se moze sprijeCiti i
pasterizacijom ili kuhanjem sladovine (Pereira i sur., 2017). Tradicionalni postupak pripreme
sladovine podrazumijeva polagano kuhanje uz uklanjanje pjene s povrsine sladovine no
danas je sve viSe zastupljen postupak pasterizacije zbog manjeg utroSka energije (Czabaj i
sur., 2017) koja moze utjecati na konacCan ishod bioprocesa. Zagrijavanjem dolazi do
inaktivacije enzima iz meda, razgradnje vitamina te se lakSe uklanja pelud i proteini koji
uzrokuju zamucenje pa je na taj nacin olakS8an proces bistrenja medovine. Zagrijavanjem se

takoder sterilizira sladovina prije inokulacije kvasca, poboljSava se i stabilizira proces



fermentacije (Czabaj i sur., 2017), a konacni proizvod dulje zadrZzava senzorsku kvalitetu
(Starowicz i Granvogl, 2020). Medutim, zagrijavanje dovodi i do pojave Maillardovih reakcija
koje rezultiraju posmedivanjem i nastankom nekih nepozZeljnih spojeva uzro¢nika neugodne
arome konacnog proizvoda poput furfurala i hidroksimetilfurfurala (HMF) koji su u viSim
koncentracijama ujedno i toksiéni za kvasac (Czabaj i sur., 2017), ali mogu nastati i spojevi
koji doprinose aromi medovine (Starowicz i Granvogl, 2020). Ukbapi (2006) navodi kako je
udio etanola u konacnom proizvodu za termicki obradenu sladovinu iznosio oko 15 % v/v dok
je za termiCki neobradenu iznosio oko 13 % v/v. Izostankom termitke obrade, medovina
zadrzava bioaktivna svojstva porijeklom iz meda, medutim fermentacija je dugotrajnija i
zahtjevnija, postoji opasnost od razvoja nepozeljnih mikroorganizama, a proces bistrenja je
otezan (Czabaj i sur., 2017).

Temperatura na kojoj se provodi fermentacija takoder je od kljuéne vaznosti za pravilno
odvijanje i nastanak kvalitethog proizvoda. Temperaturni raspon za provodenje fermentacije
kre¢e se izmedu 22 i 25 °C (Simao i sur., 2023) dok je pri temperaturama visim od 25 °C te uz
visoke koncentracije SecCera i nutrijenata u podlozi, uoen pozitivan utjecaj na brzinu i
kemijske i enzimske reakcije metabolizma kvasca te na potroSnju Secera, osobito fruktoze.
Medutim, provodenjem fermentacije i <&uvanjem gotovog proizvoda na visokim
temperaturama, moze nastati i HMF koji negativno utjeCe na aromu proizvoda (Czabaj i sur.,
2017). S druge strane, provodenjem fermentacije pri nizim temperaturama postize se
ujednacCenija dinamike bioprocesa, ali i efikasnija proizvodnja aromatskih spojeva
(Smorgovicova i sur., 2012). Temperatura utjede i na aktivnost kvasca pa je tako za S.
cerevisiae optimalna temperatura fermentacije izmedu 20 i 30 °C, dok temperature ispod 15

°C iiznad 30 °C smanjuju aktivnost kvasca i brzinu fermentacije (Gomes i sur., 2013).



2.3. MEDOVINA

2.3.1. Definicija i povijest medovine

Medovina je tradicionalno alkoholno pi¢e sa volumnim udjelom alkohola, odnosno etanola,
od 4 do 14 % vlv, a nastaje fermentacijom sladovine dobivene mijeSanjem meda i vode s ili
bez dodatka soli i drugih izvora nutrijenata (Queiroz i sur., 2024). Medovina je poznata kao
jedno od najstarijin konzumiranih fermentiranih alkoholnih pica, starije od vina te je vjerojatno
bila prekursor za proizvodnju piva (Pereira i sur., 2017). Pretpostavlja se da je prva medovina
nastala tako $to je kiSa padala u otvoreni vré sa medom nakon €ega su divlji kvasci, prirodno
prisutni u medu, proveli fermentaciju (Kime i sur., 1998). Medovina se proizvodi od drevnih
vremena, a zabiljeZzeni su dokazi o proizvodnji u Kini prije oko 9000 godina (Queiroz i sur.,
2024) te u Poljskoj i Latviji. Ona je bila vazna za rituale Kelta, Anglosaksonaca i Vikinga te se
smatrala picem plemica i bogova koje moze pruziti znanje i besmrtnost (Gupta i Sharma,
2009). Takoder, vjeruje se da pojam "medeni mjesec" (engl. honeymoon) potjeCe od tradicije
u kojoj su mladenci pili medovinu kroz mjesec dana nakon vjen€anja uz vjerovanje da ¢e za
devet mjeseci dobiti potomstvo. Medutim, selekcijom i pripitomljavanjem divlje vinove loze,
medovina i pivo poc€inju gubiti na vrijednosti jer vino preuzima ulogu najviSe cijenjenog
alkoholnog pica. Ipak, u posljednje vrileme medovina opet postaje zanimljiva te se proizvodi u
zemljama isto¢ne Europe poput Poljske, zatim u Engleskoj, Njemackoj, Americi te u africkim

zemljama kao $to su Etiopija i zemlje juzne Afrike (Pereira i sur., 2017).

Postoji nekoliko klasifikacija medovine. Ovisno o omjeru meda i vode (1:0,5; 1:1, 1:2, 1:3,
1:4) za pripremu sladovine, moze se dobiti slaba ili vodena medovina, popularno zvana
hydromel te slatka medovina, na engleskom jeziku poznata kao sack mead. Takoder, ovisno
o udjelu zaostalih reducirajucih Secera, medovina kao i vino moze biti klasificirana kao suha,
poluslatka i slatka (Morales i sur., 2013). Ako se tijekom ili nakon fermentacije u medovinu
dodaju razli¢ite vrste voca, povréa, aromaticnih trava i zacina, dobit ¢e se tradicionalna
medovina, a u slu€aju proizvodnje takozvane obiéne ili jednostavne medovine (engl. show
mead), dodatak malih koli€¢ina nutrijenata i aditiva je dozvoljen, ali koristenje drugih dodataka
poput voca i zacina nije dopusteno. Za proizvodnju i tradicionalne i jednostavne medovine,
moze se koristiti med dobiven od jedne specificne vrste cvijeta, tj. monofloralni med, ili med
dobiven od kombinacije cvjetova (McConnell i Schramm, 1995). Prema Udruzenju americkih
proizvodaca medovine, postoji nekoliko vrsta medovine ovisno o lokalnim tradicijama i

specifitnim receptima, a to su pyment (nastaje mijeSanjem vina i medovine nakon



fermentacije), cyser ili jabuéno-medni cider (nastaje mijeSanjem soka od jabuke ili cidera sa
medom), melomel (medovina uz dodatak jednog ili viSe voc¢a), metheglin (medovina uz
dodatak zacina i/ili aromaticnih trava) te rhodomel (dodatak ruzinih latica). Zanimljiv proizvod
je jos i braggot, vrsta piva nastala od smjese meda i slada, a destilacijom medovine moze se
dobiti i rakija od meda. Jos jedna podjela medovine, koja je zastupliena u Poljskoj, temelji se
na primjeni ili izostavljanju koraka kuhanja sladovine pa tako postoji sycony kod koje se
sladovina kuha te niesycony kod koje je taj korak izostavljen (Starowicz i Granvogl, 2020).



2.3.2. Proizvodnja medovine

lako je medovina tradicionalno alkoholno piée koje se proizvodi od davnih vremena,
proizvodnja je i dalje pretezno tradicionalna i ne postoji znacajnija industrijska proizvodnja
(Pereira i sur., 2017). Koraci u proizvodnji medovine, koji obuhvaéaju pripremu sladovine,

inokulaciju s kvascem, alkoholnu fermentaciju te doradu proizvoda, prikazani su na slici 1.

Kiseline

Med Voda (jabuéna, tartarat)

(vitamini, soli, dusik)

PPV

|

Pasterizacija

l

Alkaholna
fermentacija

l

|
|

Kvasac |—»

Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje medovine (prema Pereira i sur., 2017)



Alkoholna fermentacija je biokemijski proces u kojem kvasac konvertira SecCere iz medne
sladovine u etanol i ugljikov dioksid (CO2) kao glavne produkte te u glicerol kao glavni
nusprodukt, a najéedée koridtena vrsta kvasca za fermentaciju je Saccharomyces cerevisiae
(Margaoan i sur., 2020). Problemi koji se mogu javiti tijekom fermentacije su nepredvideni
zastoj i usporavanje fermentacije Sto rezultira nepostizanjem Zeljene koncentracije etanola te
nastankom razli€itih nepozeljnih spojeva, nusproizvoda metabolizma kvasca, koji naruSavaju
kvalitetu i okus konalnog proizvoda. Glavni problem u proizvodnji medovine je sporost
procesa fermentacije koja moZze trajati od nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci zbog visoke
poCetne koncentracije Sec¢era u medu odnosno mednoj sladovini. (Pereira i sur., 2017).
Vrijeme trajanja fermentacije ovisi o raznim faktorima kao Sto su vrsta meda, vrsta
upotrijebljenog kvasca i veli€¢ina inokuluma, fizikalno kemijske karakteristike sladovine poput
pH vrijednosti, koncentracije Secera i nutrijenata, prvenstveno izvora dusSika te uvjeti
fermentacije, odnosno temperatura i nacin provodenja fermentacije (Pereira i sur., 2017;
Queiroz i sur., 2024). Buduéi da je teSko optimizirati sastav meda zbog utjecaja razli€itih
faktora na njegov sastav, provode se istrazivanja optimiziranja ostalih ¢imbenika koji utje€u na

vrijeme fermentacije s ciliem skraéenja trajanja fermentacije.

Zavrsetak fermentacije postignut je nakon sto vise nema promjene gusto¢e medovine, do
koje dolazi zbog smanjenja koncentracije $e¢era i smanjenja viskoznosti medne sladovine, ili
se postize namjernim prekidanjem fermentacije u trenutku kada je postignuta Zeljena
alkoholna jakost ili kada se zeli dobiti slatka medovina sa manjim postotkom alkohola, a ve¢im
udjelom zaostalih nefermentiranih Seéera (Simao i sur., 2023). Nakon fermentacije slijede
postupci bistrenja medovine najprije dekantiranjem tekuceg dijela iznad istaloZenih stanica
kvasca te zatim centrifugiranjem ili dodatkom sredstava za bistrenje poput bentonita, zelatine
ili kazeina pomocu kojih se iz medovine uklanjaju suspendirane &vrste Cestice (Pereira i sur.,
2017), a izbistrena medovina se zatim puni u staklene boce i pohranjuje na odlezavanje.
Odlezavanje u bocama se mora odvijati u mraku i na niskim temperaturama, pozeljno u
frizideru pri 4 °C (Starowicz i Granvogl, 2020) kako bi se zadrzala kemijska i senzorska
svojstva proizvoda, ali i kako bi se osiguralo formiranje specifi¢nih spojeva arome koji nastaju
upravo tijekom ovog procesa. Odlezavanje moze trajati od nekoliko mjeseci pa i do nekoliko
godina te se moze provesti i u posebnim drvenim ba¢vama ili uz dodatak komadi¢a odredenih

vrsta drveca, Sto rezultira razvojem dodatnih specifi¢nih spojeva arome (Simao i sur., 2023).
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2.3.3. Proizvodni mikroorganizam

Kvasci imaju bitnu ulogu u proizvodnji alkoholnih pi¢a i zna€ajno utje€u na njihova
senzorska svojstva. Njihovim djelovanjem nastaju brojni spojevi koji pridonose karakteristi¢noj
aromi i okusu fermentiranih pi¢a, a proizvodnja, vrsta i koncentracija tih spojeva, pozeljnih i
nepozeljnih, nastalih tijekom fermentacije, ovise o vrsti ili soju kvasca, stoga je vazno znati
njihove to&ne karakteristike i potencijal proizvodnje aromatskih spojeva (Lambrechts i
Pretorius, 2000). Kvasci koji se koriste u proizvodnji medovine su uglavnom oni koji se koriste
i za proizvodnju vina, piva i pjenusaca zbog specifi¢nih karakteristika koje posjeduju, a koje su
vazne za proizvodnju medovine, poput snaznog provodenja fermentacije, visoke tolerancije
na etanol i visoke koncentracije Seéera, tolerancije na temperaturne razlike, sposobnosti
kompeticije sa prirodnom mikroflorom meda, sposobnosti taloZzenja na kraju fermentacije te
naravno proizvodnje pozelinih spojeva arome (Pretorius, 2000). Zbog velike dostupnosti,
dobre tolerancije na etanol i visoke koncentracije Secera te dobro poznatog metabolizma, kao
glavni radni mikroorganizam u proizvodnji medovine koristi se komercijalno dostupni kvasac
Saccharomyces cerevisiae, a uz njega se ponekad koristi i vinski kvasac Saccharomyces
bayanus. Danas se provode i istrazivanja upotrebe ne-Saccharomyces kvasaca poput onih iz
rodova Torulaspora i Kluyveromyces te koriStenje kombinirane kulture Saccharomyces i ne-
Saccharomyces kvasaca s ciliem postizanja boljeg profila aromatskih spojeva medovine
(Lopes i sur., 2020).

Ovisno o dostupnosti kisika i koncentraciji Se¢era u okolini, kvasac posjeduje dva nacina
odvijanja metabolizma ugljikohidrata za dobivanje energije u obliku ATP-a: oksidativni i
fermentativni. Oba puta zapocinju razgradnjom glukoze reakcijama glikolize, a kao rezultat
nastaju 2 molekule piruvata i 2 ATP-a po molekuli glukoze. Piruvat se zatim moze razgraditi ili
oksidativnim ili fermentativnim putem. U aerobnim uvjetima, u prisutnosti kisika, odvija se
oksidativni metabolizam i piruvat se prevodi u acetil koenzim-A koji se putem ciklusa limunske
kiseline i kroz proces oksidativne fosforilacije, oksidira do CO, uz nastajanje energije u obliku
ATP-a i GTP-a koju stanica koristi za sintezu stani¢nih sastojaka i metaboliziranje supstrata
(Pfeiffer i Morley, 2014). S druge strane u anaerobnim uvjetima, u odsutnosti kisika, odvija se
fermentativni metabolizam tijekom kojeg se piruvat preko acetaldehida prevodi u etanol, a

jedina energija u obliku ATP-a je ona dobivena glikolizom.
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Slika 2. Shematski prikaz glavnih metaboli¢kih puteva kvasca S. cerevisiae tijekom alkoholne
fermentacije medovine (prema Pretorius, 2000)

Medutim, neki kvasci, poput S. cerevisiae, proizvode etanol ¢ak i u aerobnim uvjetima u
prisutnosti visokih koncentracija Secera tako da se istovremeno odvijaju i oksidativni i
fermentativni metabolizam, a takva pojava naziva se Crabtree efekt. U ovom slu€aju dolazi do
istovremene oksidacije molekula piruvata do CO; te do prevodenja molekula piruvata u
etanol. Etanol se akumulira u okoliSu stanice do odredene vrijednosti nakon c¢ega
koncentracija etanola postaje inhibiraju¢a za rast kvasca ili dok se ne potroSe ugljikohidrati iz
okoline nakon €ega stanica moze koristiti proizvedeni etanol za proizvodnju CO; i ATP-a iz
acetil koenzima-A, iako se ovim putem dobiva puno manje energije nego uobiajenim

oksidativnim metabolizmom (Pfeiffer i Morley, 2014).
Osim etanola, kvasac proizvodi i manje koli€ine glicerola, viSih alkohola, diacetila,

acetoina, sukcinata, estera, masnih kiselina, octene kiseline, mlije€ne kiseline i acetaldehida

koji imaju znaCajan utjecaj prvenstveno na aromatski profil i okus kona¢nog proizvoda
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(Margaoan i sur., 2020), ali i na fizikalno kemijske karakteristike sladovine koje se onda

odrazavaju na sam metabolizam kvasca te na tijek i trajanje fermentacije.

Pokazalo se kako se trajanje fermentacije moze smanijiti i povecanjem suspendiranih
stanica kvasca u inokulumu, iako poslijedica mozZe biti smanjena proizvodnja poZzeljnih
komponenata arome. Poveéana koncentracija stanica minimizira efekt inhibicije stanica
produktom te povecava rezistenciju stanica na stresne uvjete (Pereira i sur., 2013). Napredniji
nacin povec¢anja broja stanica kvasca te ujedno i potencijalni novi nacin proizvodnje medovine
je upotreba imobiliziranih stanica. Upotreba imobiliziranih stanica u fermentacijama i
proizvodnji alkoholnih pi¢a dobiva sve ve¢u pozorost znanstvenika zbog brojnih prednosti u
odnosu na upotrebu slobodnih stanica. Imobilizirane stanice moguce je reciklirati odnosno
koristiti u viSe ciklusa fermentacija za redom §to predstavlja ustedu vremena zbog izostanka
faze pripreme inokuluma i regeneracije ve¢ koristenih stanica to rezultira boljom prilagodbom
stanica na iduci ciklus, boljom produktivhoSc¢u i vec¢im prinosima proizvoda (Queiroz i sur.,
2024). Upotrebom imobiliziranih stanica u Sarznim procesima, olak8ano je izdvajanje biomase
i bistrenje proizvoda. Primjenom u polukontinuiranim i kontinuiranim procesima sprjeCava se
ispiranje stanica iz sustava, a proces pranja fermentora, cjevovoda i opreme je olak$an jer ne
dolazi do prianjanja stanica i stvaranja taloga na povrSinama (Queiroz i sur., 2024). Medutim,
problem imobiliziranih stanica je ograni€en prijenos mase, supstrata i produkata te prijenos
kisika u pore matriksa u kojem su stanice imobilizirane, a takoder moze do¢i i do pucanja
strukture matriksa (Queirzo i sur., 2024). Nadalje, potrebno je utvrditi nakon koliko ciklusa
reciklacije imobilizirane stanice gube svoju vijabilnost. Osim imobiliziranih stanica, mogu se
reciklirati i slobodne suspendirane stanice uz regeneraciju. Reciklacija slobodnih stanica
omogucuje pracenje i prouCavanje promjena u metabolizmu, vijabilnosti i osjetljivosti na

stresne uvjete sa svakim ciklusom fermentacije (Pereira i sur., 2013).
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2.4. SARZNI | POLUKONTINUIRANI POSTUPAK PROIZVODNJE

U biotehnologiji postoji nekoliko nacina vodenja bioprocesa, a to su 3arzni, Sarzni s
pritokom, polukontinuirani i kontinuirani nagin. Sarzni postupak odvija se u bioreaktoru na
nacin da se sve potrebne sirovine i radni mikroorganizam uvedu u sustav na poc¢etku procesa,
bez naknadnog dodavanja svjeze podloge i nutrijenata te bez izdvajanja odredenog dijela
prevrele podloge tijekom odvijanja procesa. Trajanje procesa ograniCava graniéni supstrat,
koji je najéesce izvor dusika i/ili ugljika, jer se proces odvija u stalnom volumenu. (Cinar i sur.,
2003). Tijekom Sarznog vodenja procesa, ali i vodenja procesa drugim nacinima, u sustav se
mogu uvoditi zrak, za aerobne procese, sredstva za regulaciju pH vrijednosti podloge (kiselina
ili luzina) i sredstva za regulaciju razine pjene (protupjenila), a iz bioreaktora izlaze otpadni
plinovi i hlapivi sastojci. Tijekom procesa, mikrobne stanice troSe hranjive sastojke iz podloge
te se njihova koncentracija smanjuje, dok se udio produkata metabolizma u podlozi s
vremenom povecéava, a stanice prolaze kroz sve faze rasta od lag faze do stacionarne faze ili
faze umiranja. Mikrobni proces zavrSava kada stanice potroSe sve hranjive sastojke ili kada
se proizvodi mikrobnog metabolizma nakupe u koli€ini koja djeluje inhibiraju¢e na proizvodni
mikroorganizam (Marié i Santek, 2009). Nakon zavrSenog procesa, cjelokupni sadrzaj
bioreaktora se ispusta i transportira u odjeljenje za izdvajanje proizvoda. Uzimajuéi u obzir
samo vrijeme trajanja mikrobnog procesa, Sarznim nacinom vodenja procesa ostvaruje se
najve¢a produktivnost procesa. Medutim, uzme li se u obzir trajanje svih operacija koje
prethode procesu (punjenje, sterilizacija i hladenje bioreaktora) i koje slijede nakon procesa
(praznjenje i pranje bioreaktora), produktivnost procesa puno je manja jer ukupno gledano
cijeli proces traje duze (Dimian i sur., 2014). Sarzni procesi pogodni su za proizvodnju manjih
Sarzi odnosno serija €esto skupih proizvoda poput specificnih kemikalija, lijekova, polimera,

proteina i enzima, kozmetike te dodataka prehrani poput vitamina (Dimiani i sur., 2014).

Polukontinuirani nadin vodenja procesa se bazira na takozvanoj izmjeni volumena
podloge u bioreaktoru. U odredenim vremenskim intervalima, istovremeno se iz bioreaktora
ispusta naj¢eS¢e 1/3 korisnog volumena bioreaktora te se bioreaktor nadopunjava s 1/3
svjeze hranjive podloge. Na ovaj nacin sprje€ava se inhibicija stanica visokom koncentracijom
supstrata na pocCetku bioprocesa, ali i visokom koncentracijom produkta koji se nakuplja u
podlozi. Dodavanje svjeze hranjive podloge na ovaj nacin izaziva razriedenje sadrzaja
bioreaktora pa se koncentracija stanica, supstrata i produkta smanjuje neposredno nakon
dodatka podloge (Marié i Santek, 2009). | u ovom sluéaju, prevrela podloga izdvojena iz

bioreaktora odvodi se na daljnju obradu. Buduci da se stanice u trenutku dodatka svjeze
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podloge nalaze u eksponencijalnoj fazi rasta, brzina konverzije supstrata u produkt nastavlja
se nesmanjenom brzinom, bez lag faze, $to pridonosi povecanju produktivnosti procesa. Ako
se izdvajanje prevrele i dodavanje svjeZe podloge odvija u kratkim vremenskim intervalima,

polukontinuirani postupak se priblizava kontinuiranom (Mari¢ i Santek, 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizam

U svim eksperimentima prilikom izrade ovog diplomskog rada koridten je soj kvasca
Saccharomyces cerevisiae oznake ZIM 3418 iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za
biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada. Radna kultura

kvasca Saccharomyces cerevisiae je Cuvana na odgovarajucoj €vrstoj podlozi u Petrijevoj
zdjelici u hladnjaku na 4 °C.

3.1.2. Kemikalije i sirovine

Kemikalije i sirovine koristene za provedbu eksperimentalnog dijela navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Popis koristenih kemikalija i sirovina

Kemikalija Stupanj ¢istoce Proizvodac¢

Agar tehnicki Biolife, Italija
Cinkov sulfat heptahidrat p.a. GRAM-MOL d.o.o0., Hrvatska
Etanol 96 % GRAM-MOL d.o.0., Hrvatska

D(+) — Glukoza monohidrat Za mikrobioloSku upotrebu Carl Roth GmbH, Njemacka

KvasS&ev ekstrakt Za laboratorijsku upotrebu = ThermoFischer Scientific, UK
Lipin med Lokalni proizvodac, Vukovar
Natrijev hidroksid >99 % Merck KgaA, Njemacka
Sladni ekstrakt Za laboratorijsku upotrebu Biolife, Italija
Sumporna kiselina 96 % Merck KgaA, Njemacka
Tripton Za upotrebu u biotehnologiji Merck KgaA, Njemacka
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3.1.3. Sastav hranjivih podloga za Cuvanje i odrzavanje radne kulture mikroorganizma i

proizvodnju medovine

Tijekom ovog istrazivanja koristene su kemijski definirane hranjive podloge za Cuvanje i
odrzavanje radne kulture te za uzgoj inokuluma (tablica 2). Podloga za Cuvanje bila je
identicna po sastavu podlozi za odrZavanje kulture osim 3to je u nju dodan i agar u
koncentraciji od 15 g/L. Za ispitivanje utjecaja razliite poletne koncentracije dodanog
kvadCevog ekstrakta na tijek proizvodnje medovine tijekom preliminarnog istrazivanja u
tikvicama, te za proizvodnju medovine u bioreaktoru, koriStena je podloga na bazi lipinog

meda i vode uz dodatak glukoze i kvasCevog ekstrakta Ciji sastav je prikazan u tablici 3.

Podloge za proizvodnju medovine tijekom preliminarnog istrazivanja u tikvicama,
razlikovale su se prema koncentraciji dodanog kvas¢evog ekstrakta ( 0, 0,51 2 g/L ) s ciliem

ispitivanja utjecaja njegove razliCite koncentracije na fermentacijsku aktivnost kvasca.

Podloge za proizvodnju medovine u bioreaktoru Sarznim i polukontinuiranim postupkom
bile su jednakog sastava kao podloge za preliminarno istrazivanje uz dodatak optimalne

koncentracije kvasevog ekstrakta (2 g/L).

Tablica 2. Kemijski sastav tekuée kemijski definirane hranjive podloge za odrzavanje radne
kulture kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 i uzgoj inokuluma

Kemikalija Masena koncentracija y [g/L]
Glukoza 20
Sladni ekstrakt 20
Tripton 6
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Tablica 3. Kemijski sastav podloge za proizvodnju medovine pomoc¢u kvasca Saccharomyces
cerevisiae ZIM 3418

Kemikalija Masena koncentracija y [g/L]
Glukoza 40
Kvas&ev ekstrakt 0 0,5 2
Lipin med 110
3.1.4. Oprema

3.1.4.1. Bioreaktor s mijeSalom

Za proizvodnju medovine Sarznim i polukontinuiranim postupkom koriten je bioreaktor s
mijeSalom Biostat Cplus (Sartorius BBI Systems GmbH, Njemacka). Bioreaktor je
izgraden od nehrdajuceg Celika s ukupnim volumenom od 42 L. Bioreaktor ima mijeSalo s
tri turbine, a svaka turbina ima 6 ravnih lopatica. Snaga elektromotora za pokretanje
mijeSala iznosi 0,9 kW. 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 peristaltickin pumpi. Sterilizacija bioreaktora provodi se vodenom parom preko

plasta.

3.1.4.2. Uredaj za visoko ucinkovitu tekuc¢insku kromatografiju (UPLC)

Uredaj za visoko ucinkovitu tekucinsku kromatografiju, (UPLC Agilent Technologies 1290
Infinity Il, Santa Clara, SAD), koriSten je za analizu dobivenih uzoraka tijekom provodenja
eksperimenata, a sastoji se od pumpe (G7104A 1290 Flexible Pump), uzorkivaca (G7129B
1290 Viasampler), pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex)
dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im predkolonama, detektora indeksa loma (G7162A
1260 RID) i raCunalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza
koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10
uL, a protok mobilne faze (0,0025 M H2S0O4) 0,6 mL/min.
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3.1.4.3. Ostala oprema

U tablici 4 prikazani su ostali uredaji koristeni za provodenje eksperimentalnog dijela rada

zajedno s pripadajuéim proizvodaem i to€no navedenom upotrebom.

Uredaj

Centrifuga thermoscientic SL
8R

Centrifuga CF-10 visoke
djelotvornosti

Tehni¢ka vaga ET-1211
Analiticka vaga ALC210.4

Tresilica Certomat RM

Magnetna mijeSalica VMS-
C4-2

Ph-metar HI1925

Zamrzivad

Spektrofotometar Cary 100,
UV-VIS

Termostat ST-50

Autoklav

Vorteks mijesalica, LLG —
unitexter 1

Proizvodac

Thermo Fischer Scientific,
SAD

witeg Labortechnik GmbH,
Njemacka

Tehtnica Slovenija
Acculab, SAD

B. Braun Biotechn
International, Sartorious
group, Njemacka

VWR, Avantor, Njemacka

Hanna Instruments, SAD
Gorenje, Slovenija

Agilent, Technologies, SAD

Instrumentaria, Hrvatska

Sutjeska, Jugoslavija

LLG — Labware, Njemacka
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Tablica 4. Popis koristenih uredaja

Namjena

Centrifugiranje uzoraka
nakon izuzimanja iz tikvica i
bioreaktora

Centrifugiranje za pripremu
uzoraka za UPLC

Vaganije sirovina i kemikalija
Vaganje kemikalija

Odrzavanje radne kulture,
uzgoj inokuluma,
preliminarni ekspreiment u
tikvicama

Homogeniziranje podloge sa
medom za proizvodnju
medovine

Korekcija pH podloga u
tikvicama

Pohrana uzoraka

Odredivanje opticke gustoce
uzoraka

Inkubacija radne kulture u
Petrijevim zdjelicama

Sterilizacija podloga i
opreme

Homogeniziranje uzoraka



3.2. METODE

3.2.1. Priprema C&vrste i tekuée hranjive podloge za Cuvanje i odrzavanje radne kulture

mikroorganizma

Cvrsta hranjiva podloga za ¢&uvanje radne kulture pripremliena je prema sastavu

definiranom u tablici 2. uz dodatak agara u koncentraciji 15 g/L.

Tekuéa hranjiva podloga za odrzavanje radne kulture i uzgoj inokuluma sadrzavala je sve

komponente prikazane u tablici 2.

Nakon odvaga i otapanja sastojaka u demineraliziranoj vodi, provedeno je podeSavanije
pH vrijednosti podloga, pomocéu razrijedene sumporne (4,8 %-tne) kiseline pripremljene
mijeSanjem 1 mL 96 %-tne sumporne kiseline s 19 mL demineralizirane vode, na nacin da pH
vrijednost podloge bude u rasponu od 4,5 do 5,5 pH jedinica. Tikvice su zatim zacepljene
vatenim ¢epovima koji su dodatno omotani papirom te su stavljene na sterilizaciju u autoklavu
tijekom 20 minuta pri 121 °C. Cvrsta hranjiva podloga je nakon sterilizacije izlivena u Petrijeve

zdjelice i ostavljena da se ohladi.

3.2.2. Priprema podloge za proizvodnju medovine u tikvicama i bioreaktoru s mijeSalom

Podloga za proizvodnju medovine u preliminarnom eksperimentu u tikvicama pripremljena
je u tri tikvice, prema sastavu definiranom u tablici 3, koje su se medusobno razlikovale prema
koncentraciji kvas€evog ekstrakta (0 g/L, 0,5 g/L i 2 g/L). Tikvice su pripremljene na nacin da
je 0,1 0,4 g kvas€evog ekstrakta otopljeno u 200 mL demineralizirane vode. U sve tri tikvice
otoplieno je i 8 g glukoze u 200 mL demineralizirane vode. Tikvice su zatim zacepliene
vatenim Cepovima omotanima papirom te su sterilizirane u autoklavu tijekom 20 minuta pri
121 °C. Nakon sterilizacije tikvice su ostavljene da se ohlade te je zatim u svaku dodan lipin
med, neposredno prije provodenja eksperimenta. U tikvice sa medom stavljen je magnet te je

sadrZaj homogeniziran na magnetnoj mijesalici.

Podloga za proizvodnju medovine u bioreaktoru pripremljena je iz nekoliko dijelova i za
Sarzni i za polukontinuirani postupak. Prvi dio podloge za oba postupka proizvodnje,
volumena 6 L, pripremljen je u bioreaktoru otapanjem 12 g kvasCevog ekstrakta u 6 L

demineralizirane vode. Dobivena podloga sterilizirana je in situ zajedno sa bioreaktorom
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tijekom 20 minuta pri 121 °C i tlaku od 1 bara. Nakon sterilizacije podloga je ohladena na
temperaturu fermentacije od 28 °C. Drugi dio podloge volumena 1,4 L kod 8arZznog postupka,
pripremljen je u Erlenmeyerovoj tikvici na nain da kada se sadrzaj tikvice prepumpa u
bioreaktor, podloga dobivena u bioreaktoru odgovara sastavu podloge definiranom u tablici 3.
uz koncentraciju kvas€evog ekstrakta od 2 g/L i koncentraciju glukoze od 40 g/L. Drugi dio
podloge kod polukontinuiranog postupka pripremljen je u tri tikvice te je volumen podloge u
jednoj tikvici iznosio 1,4 L, a volumen u druge dvije tikvice namijenjene za dvije izmjene
volumena, 2,4 L. Podloge u tikvicama za polukontinuirani postupak bile su takvog sastava, da
kada se sadrzaj sve tri tikvice prepumpa u bioreaktor, podloga u bioreaktoru odgovara
sastavu definiranom u tablici 3 uz koncentraciju kvas&evog ekstrakta od 2 g/L i koncentraciju
glukoze od 40 g/L. Tikvice su zatim zacepljene vatenim ¢epovima omotanima papirom te su
sterilizirane u autoklavu tijekom 20 minuta pri 121 °C. Nakon sterilizacije tikvice su ostavljene
da se ohlade te je zatim u svaku dodan lipin med, neposredno prije provodenja eksperimenta.

U tikvice sa medom stavljen je magnet te je sadrzaj homogeniziran na magnetnoj mijesalici.

3.2.3. Odrzavanije i priprema inokuluma

Kultura kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 s Cvrste podloge na kojoj se Cuvala do trenutka
upotrebe, precijepliena je na nove ¢vrste hranjive podloge pripremljene na nadin opisan u
poglavlju 3.2.1. Nacijepliene Cvrste podloge ostavljene su u termostatu tijekom 24 h pri 28 °C.
Narasla kultura potom je ezom prenesena u epruvetu s 9 mL sterilne demineralizirane vode.
Resuspendirane stanice iz epruveti zatim su prebacéene u tikvicu od 50 mL koja je sadrzavala
30 mL tekuce hranjive podloge pripremlijene na nacin opisan u poglaviju 3.2.1. Tikvica je
ostavljena na tresilici tijekom 24 h pri 28 °C uz broj okretaja od 150 o/min. Radna kultura
odrzavana je na nacin da je 30 mL podloge za odrzavanje radne kulture opisana u poglavlju
3.2.1. inokulirano s 2 mL prethodno uzgojene kulture kvasca iz drugih tikvica. Inokulacija
novih tikvica za odrzavanje radena je svaka 3-4 dana. Sve tikvice takoder su se cijelo vrieme
cuvale na tresilici pri 28 °C uz broj okretaja 150 o/min.

Uzgoj inokuluma za proizvodnju medovine u tikvicama proveden je tako da je ukupan
sadrZaj jedne od tikvica za odrZzavanje radne kulture, volumena 30 mL, prebacen u novu
Erlenmeyerovu tikvicu koja je sadrzavala 100 mL tekuce hranjive podloge pripremljene na
nacin opisan u poglavlju 3.2.1. Uzgoj inokuluma za proizvodnju medovine u bioreaktoru s
mijeSalom proveden je tako da je ukupan sadrzaji 3 tikvice za odrzavanje radne kulture,

volumena 30 mL, koriSten za inokulaciju 3 nove Erlenmeyer tikvice sa po 200 mL tekuce
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hranjive podloge opisane u poglaviju 3.2.1. Nakon inokulacije tikvice su ponovno ostavljene
na tresilici tijekom 24 h pri 28 °C uz broj okretaja tresilice od 150 o/min.

3.2.4. Ispitivanje utjecaja razliite poCetne koli€ine dodanog kvas€evog ekstrakta na

proizvodnju medovine u tikvicama

U tri tikvice koje su sadrzavale 200 mL podloge, pripremljene na nacin opisan u poglavlju
3.2.2., otopljeno je 22 g lipinog meda mijeSanjem na magnetnoj mije3alici, pri ¢emu je prije
inokulacije izuzet uzorak slijepe probe. Nakon inokulacije s 20 mL prethodno uzgojenog
inokuluma (10 % v/v) tikvice su stavljene na tresilicu (150 o/min) pri 28 °C. Tijekom prvih 10
sati uzgoja, uzorci od 5 mL izuzimani su iz sve tri tikvice u pravilnim vremenskim intervalima
svakih sat vremena. Ostatak vremena uzorci su izuzimani svaka 4 sata. Svim uzorcima je
odmah odredena vrijednost opticke gusto¢e pomocéu spektrofotometra pri valnoj duljini od 600
nm. Uzorci su potom centrifugirani te su supernatanti dekantirani i stavljeni u zamrziva¢ na
Cuvanje. Ovi uzorci sluzili su za odredivanje promjena koncentracija svih supstrata i produkata
koji su nastali tijekom ovog dijela eksperimentalnog istrazivanja pomocu visoko ucinkovite
tekucinske kromatografije. Na temelju rezultata preliminarnog istrazivanja, odredena je
pocetna koli¢ina kvas€evog ekstrakta za daljnje istrazivanje, a u smislu osiguravanja dovoljne

koli€ine izvora dusika za nesmetano odvijanje postupka proizvodnja medovine.

3.2.5. Proizvodnja medovine Sarznim i polukontinuiranim postupkom u bioreaktoru s

mijeSalom

Nakon sto je odredena optimalna koncentracija kvasCevog ekstrakta za proizvodnju
medovine, ispitana je mogucnosti proizvodnje medovine u bioreaktoru s mijeSalom Sarznim i
polukontinuiranim postupkom. Ukupni podetni volumen podloge u bioreaktoru za Sarznu
proizvodnju iznosio je 8 L. Bioreaktor je zajedno sa 6 L podloge steriliziran tijekom 20 minuta
pri 121 °C i tlaku od 1 bara, a ostali volumen podloge od 1,4 L, nakon njegove zasebne
sterilizacije u autoklavu i nakon dodatka lipinog meda, asepti¢no je prebacen pomocu lijevka
u bioreaktor te je nakon kraceg vremena iz homogenizirane podloge izuzet uzorak slijepe
probe. Podloga u bioreaktoru je potom inokulirana prepumpavanjem 0,6 L inokuluma (7,5 %
v/v), pomoéu peristalticke pumpe, uzgojenog na nadin opisan u poglavlju 3.2.3. Sarzni
postupak ukupno je trajao oko 64 sata. Tijekom trajanja fermentacije uzorci su izuzimani u
pravilnim vremenskim intervalima, prvih 6 sati uzgoja svakih sat vremena, a nakon toga svaka

4 sata uz prekonoc¢ne prekide od 12 sati. Nakon izuzimanja, uzorci su analizirani na isti naéin
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kao i kod eksperimenata u tikvicama, na nacin opisan u poglavlju 3.2.4. Kod
polukontinuiranog uzgoja pocetni volumen podloge u bioreaktoru takoder je iznosio 8 L uz
volumen nacijepljenog inokuluma od 0,6 L (7,5 % v/v). Priprema podloga je opisana u
poglavlju 3.2.2., a poéetak bioprocesa identian je kao i kod SarZznog postupka, a ukupno
vrijeme trajanja fermentacije bilo je oko 70 sati. Nakon otprilike 24 h, provedena je prva
izmjena 1/3 volumena podloge u bioreaktoru ispustanjem 2,4 L iskoristene podloge i
nadomjestanjem istog volumena svjezom podlogom. Ovaj postupak je ponovljen i nakon
otprilike 48 h tako da su tijekom ovog dijela istrazivanja ukupno provedene dvije izmjene
hranjive podloge. Tijekom oba uzgoja, tijekom prva tri sata, podloga u bioreaktoru je aerirana
sterilnim zrakom pri protoku od 5 L/min. Broj okretaja mijeSala bio je inicijalno podeSen na 400
o/min, dok je ostatak vremena broj okretaja mijeSala smanjen (100 o/min) kako bi se sprijecio
negativan utjecaj povrSinske aeracije na tijek odvijanja proizvodnje medovine. Oba uzgoja
vodena su na temperaturi od 28 °C. Bioreaktorski sustav opremljen je automatiziranim
sustavom za regulaciju pH podloge koja je odrzavana na vrijednosti od 5 pH jedinica uz

pomoc¢ prethodno pripremljenih otopina 2 M NaOH i 2 M H2SOq

3.2.6. Analiticke metode

3.2.6.1. Odredivanje opticke gustoce

Tijekom preliminarnog eksperimenta u tikvicama te Sarzne i polukontinuirane proizvodnje
u bioreaktoru, svi izuzimani uzorci homogenizirani su na vrtloznoj mijeSalici te je dio prebacen
u kvarcnu kivetu koja se zatim stavlja u spektrofotometar gdje se uzorcima mijeri opticka

gustoca pri 600 nm.

3.2.6.2. Priprema i analiza uzoraka tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Nakon odmrzavanja supernatant svakog pojedinog uzorka je homogeniziran te je 750 pL
supernatanta pomjeSano sa 750 pL 10%-tne otopine ZnSO.s u Eppendorf kiveti ukupnog
volumena 2 mL. Sadrzaj kivete potom je homogeniziran na vrtloznoj mijeSalici, te ostavljen u
mirovanju tijekom 10 minuta da bi se osiguralo talozenje svih prisutnih proteina i necisto¢a u
uzorku. Nakon tog vremena provedeno je dodatno centrifugiranje uzoraka u trajanju od 5
minuta pri brzini 10 000 o/min nakon €ega su pripremljena Zeljena razriedenja uzoraka na
nacin prikazan u tablici 5. Uzroci izuzeti iz tikvica ukupno su bili razrijedeni 80, 50 ili 20 puta.

Uzorci iz Sarznog postupka ukupno su bili razrijedeni 75 i 25 puta, a uzorci iz polukontinuirane
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proizvodnje 50 i 25 puta. Volumen supernatanta u tablici 5 odnosi se na uzorak nakon

centrifugiranja.

Tablica 5. Priprema razrjedenja uzoraka za UPLC analizu

Vrijednost razrjedenja V supernatanta (uL) W e 2 e el

(ML)
20 200 1800
25 120 1380
50 60 1440
75 40 1460
80 50 1950

Svi uzorci pripremljeni na prethodno opisan nacin zatim su profiltrirani kroz filter
veli€ine pora 0,2 uym direktno u staklene vijale koje su koristene za UPLC analizu. Protok
mobilne faze kroz kolonu Rezex ROA-Organic Acid H+ Phenomenex tijekom analize uzoraka
tekucinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti je iznosio 0,6 mL/min. Temperatura u
koloni iznosila je 30 °C, a volumen injektiranog uzorka 10 yL. Za obradu rezultata dobivenih
kromatografskom analizom je koristen raCunalni program ,OpenLAB CDS*. Svaki sastojak u
uzorku je detektiran usporedbom retencijskih vremena uzorka i standarda, a iz jednadzbe

pravca bazdarnih dijagrama je izracunata koncentracija pojedinog sastojka.
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3.2.7. Pokazatelji uspjesSnosti procesa

Kao pokazatelji uspjesnosti procesa proizvodnje medovine, tijekom ovog istrazivanja,
odredeni su ukupna potro3nja supstrata, prinos produkata, koeficijent konverzije supstrata u

produkt te produktivhost procesa.
AS =S, —S [g/L] [1]
Yo =P —Pyg/L] [2]

_(P_Po)_AP_Y_p
Yp/s _(SO——S)_E_AS [9/9] [3]

_ Yeeon

pr=—g/h] (4

gdje je:

So, Pp - poCetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L],
S, P - kona¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L],
AS - ukupna potro$nja supstrata [g/L],

Yp - ukupni prinos produkta [g/L],

Yp /s - koeficijent konverzije supstrata u produkt [g/g],

Pr — produktivnost [g/Lh],

t, - ukupno vrijeme trajanja procesa [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati preliminarnog istrazivanja proizvodnje medovine iz
medne sladovine od lipinog meda pomoc¢u kvasca Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 u
tikvicama na tresilici uz dodatak glukoze i razliite poetne koncentracije kvad¢evog ekstrakta
s cillem ispitivanja njegovog utjecaja na dinamiku fermentacije, potrodnju Secera i proizvodnju
etanola. Takoder, prikazani su i rezultati proizvodnje medovine u bioreaktoru s mijeSalom
Sarznim i polukontinuiranim postupkom s ciliem usporedbe dva nacina proizvodnje medovine i

njihovog utjecaja na pokazatelje uspjeSnosti bioprocesa.

4.1. UTJECAJ KONCENTRACIWJE KVASCEVOG EKSTRAKTA NA
DINAMIKU ALKOHOLNE FERMENTACIJE MEDNE SLADOVINE

Proizvodnja medovine iz medne sladovine od lipinog meda uz pomo¢ kvasca S.
cerevisiae ZIM 3418 provedena je u mikroaerofilnim uvjetima u Erlenmeyerovim tikvicama u
termostatiranoj sobi na tresilici pri temperaturi od 26 °C i broju okretaja tresilice od 150 o/min.
Ispitan je utjecaj dodatka kvasCevog ekstrakta u koncentraciji 0,5 g/L i 2 g/L na dinamiku
fermentacije, potrosnju Secéera i proizvodnju etanola. Tijekom uzgoja pracena je promjena
opticke gustoée (OD) pri 600 nm kao indirektni pokazatelj rasta kvas€eve biomase u podlozi.
Takoder, tijekom uzgoja pracena je promjena koncentracije svih Seéera i nastalih produkata
koristenjem UPLC.

Rezultati utjecaja koncentracije kvasCevog ekstrakta na proizvodnju medovine iz
sladovine od lipinog meda pomocu kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 u tikvicama prikazani su na
slici 3. Na slici Al prikazani su rezultati dobiveni u mednoj sladovini bez dodatka kvas¢evog
ekstrakta dok su na slikama A2 i A3 prikazani rezultati postignuti uz dodatak 0,5 g/L (A2) i 2
g/L (A3) kvascevog ekstrakta.
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Slika 3. Promjena koncentracije supstrata i produkata u vremenu tijekom proizvodnje
medovine iz sladovine od lipinog meda uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 u tikvicama:
Medna sladovina bez dodatka kvas€evog ekstrakta (Al); Medna sladovina uz dodatak 0,5 g/L

(A2) i 2 g/L (A3) kvasCevog ekstrakta

Iz prikazanih grafova vidljivo je da ve¢ s dodatkom male koli¢ine kvas€evog ekstrakta
dolazi do promjene dinamike odvijanja bioprocesa. Takoder, na temelju prikaza promjene
opticke gustoée (slika 4), vidljivo je da je u sva tri eksperimenta poc¢etna koli¢ina dodane
biomase bila priblizno ista. Medutim na slici 4 moguce je primijetiti kako je najbrzi rast stanica,
odnosno izrazena promjena vrijednosti opticke gustoce postignuta do dvadesetog sata uzgoja
u sva tri slu€aja, nakon €ega se njezina vrijednost nije znacajnije mijenjala. Takoder vidljiva je
pozitivna korelacija izmedu koli¢ine dodanog kvasevog ekstrakta i maksimalne vrijednosti
opticke gustoée na kraju fermentacije Sto ide u prilog Cinjenici da je dodatkom kvas¢evog
ekstrakta osigurana dovoljna koli¢ina faktora rasta i nutrijenata koji podupiru njegovu
aktivnost, a ovakav rezultat je i u skladu sa brojnim istrazivanjima, poput onog kojeg su
proveli Mendes-Ferreira i sur. (2010) te Pereira i sur. (2015), koja potvrduju €injenicu da je za

rast kvadCeve biomase u mednoj sladovini neophodan dodatak nutrijenata.
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Slika 4. Promjena ODsgo Vrijednosti u vremenu tijekom proizvodnje medovine iz sladovine od
lipinog meda uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 u tikvicama s razli¢itom po&etnom
koli¢inom dodanog kvasCevog ekstrakta

Sto se ti¢e dinamike potrodnje supstrata, na slici 3 moze se vidjeti da je jedina
relevantna promjena koncentracija supstrata vidljiva u slu€aju potrosnje glukoze i fruktoze.
Promjena koncentracije saharoze nije uo€ena tijekom ovog dijela istrazivanja. Ovaj soj kvasca
moze paralelno trositi i glukozu i fruktozu, §to znaci da nema izrazenu represiju izvorom
ugljiika, pri éemu je brzina potrosnje u pozitivhoj korelaciji s koli¢inom dodanog kvasc¢evog
ekstrakta. Ovaj rezultat je takoder u skladu s ve¢ spomenutim istrazivanjem Pereira i sur.
(2015) u kojem se navodi kako se dodatkom izvora duSika povecéava brzina fermentacije i
potroSnje Secera te se skracuje ukupno vrijeme bioprocesa. U slu¢aju kada kvas€ev ekstrakt
nije dodan u podlogu zabiljezena je znacajnija koli¢ina supstrata zaostalog u podlozi dok je u
slu¢aju kada je u podlogu dodan kvascev ekstrakt u koli¢ini od 0,5 te 2 g/L, supstrat gotovo u

potpunosti potroSen nakon 55 odnosno 32 sata (AS = 102,76 g/L).

Nadalje, uoCava se i pozitivan utjecaj dodane pocetne koliine izvora duSika na
koli¢inu proizvedenog etanola kao glavnog produkta fermentacije. Rezultati ovog dijela
istrazivanja u skladu su s ishodima eksperimenata drugih istrazivanja (Li i sur., 2017) gdje je
takoder uoCen pozitivan utjecaj izvora duSika na dinamiku fermentacije i koliCinu

proizvedenog etanola. NajviSa koncentracija etanola zabiljezena je u treCem eksperimentu te
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je tu uoCena i najviSa brzina proizvodnje etanola. Koncetracija etanola u podlozi od 40 g/L
zabiljeZzena je veC nakon 35 sati fermentacije te se ova vrijednost nije mijenjala do kraja

uzgoja.

Sto se tige glicerola, on ima ulogu osmoprotektanta u slugaju kada stanice proizvode
znacaijniju koli¢inu alkohola. Takoder, poznata je i €injenica da u anaerobnim uvjetima stanice
kvasca proizvodnjom glicerola osiguravaju adekvatnu reoksidcaiju NADH koja je posljedica
proizvodnje raznih spojeva tijekom fermentacije. Dodatkom izvora du$ika koji u svom sastavu
sadrzi aminokiseline, kao Sto je kvas€ev ekstrakt, zna¢ajno se smanjuje koli¢ina nakupljenog
NADH u stanici $to za posljedicu ima puno manje nakupljanje glicerola u podlozi. Takoder,
zabiljeZeno je i kraCe vrijeme trajanja fermentacije i vec¢a koli€ina proizvedenog etanola (Yue i
sur., 2012) sto je i sluaj u zadnjem eksperimentu gdje je ostvaren najveéi prinos etanola i

najmaniji prinos glicerola (0,4416 g/L).

Tablica 6. Pokazatelji uspjeSnosti procesa proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog
meda uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 u tikvicama kod tri razlicite poCetne
koncentracije kvas€evog ekstrakta: Medna sladovina bez dodatka kvas¢evog
ekstrakta (Al); Medna sladovina uz dodatak 0,5 g/L (A2) i 2 g/L (A3) kvaScevog

ekstrakta
AS I Y
. lfer.mentabllnl Y etanol [g/L] (P etanol (% V/V) Y glicerol [g/L] etanol/fermentabilni Pr [g/Lh]
Seceri [g/ I—] o
Seceri [g/g]
60,36 21,07 2,67 1,68 0,3491 0,3632
79,93 33,76 4,28 0,8567 0,4224 0,5821
102,76 43,95 5,57 0,4416 0,4277 0,7578

U konacnici u tikvici s najve¢om koliCinom dodanog kvascevog ekstrakta dobiven je
prinos etanola od 43,95 g/L odnosno 5,57 % v/v. Prinos etanola u tikvici s 0,5 g/L kvas¢evog
ekstrakta nakon 58 sati iznosio je 33,76 g/L odnosho 4,28 % v/v, a u eksperimentu bez
dodatka izvora duSika, prinos etanola nakon 58 sati iznosio je 21,07 g/L odnosno 2,67 % v/v.
Takoder, u ovom preliminarnom dijelu istrazivanja uoCen je pozitivan utjecaj koli¢ine dodanog
izvora duSika na koeficijent konverzije supstrata u etanol kao i na produktivnost bioprocesa
(tablica 6.)
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4.2. UTJECAJ RAZLICITIH TEHNIKA PROIZVODNJE MEDOVINE -
SARZNOG | POLUKONTINUIRANOG PROCESA NA POKAZATELJE
USPJESNOSTI BIOPROCESA

Na temelju rezultata provedenog preliminarnog istraZivanja proizvodnje medovine iz
sladovine od lipinog meda uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 u tikvicama s razli¢itim
pocetnim koncentracijama kvas¢evog ekstrakta (0 g/L, 0,5 g/L i 2 g/L), odlu¢eno je da Ce se
proizvodnja medovine u bioreaktoru provesti iz sladovine od lipinog meda uz dodatak 2 g/L
kvadCevog ekstrakta. Eksperimenti u bioraktoru s mijeSalom provedeni su koristenjem Sarzne
i polukontinuirane tehnike proizvodnje, sa svrhom usporedbe utjecaja odabrane tehnike na
dinamiku fermentacije, potrosnju Secera i konacni prinos etanola. Oba nacdina proizvodnje
provedena su u bioreaktoru s mijeSalom na nacin opisan u poglavlju 3.2.5. u kontroliranim
uvjetima temperature (28 °C) i pH (5,00 pH jedinica) te po€etnu aeraciju u trajanju od 3 sata
(protok zraka 5 L/min, broj okretaja mijeSala 400 o/min). Nakon tri sata dotok zraka u podlogu
je prekinut te je brzina okretaja mijeSala podeSena na brzinu od 100 o/min zbog sprije€avanja
mogucnosti povrsinske aeracije. U poCetnom dijelu eksperimenata uzroci su izuzimani svakih
sat vremena, a nakon toga u intervalima od 4 sata uz stanke tijekom noci. Svi izuzeti uzorci

analizirani su na isti nacin kao i uzorci iz preliminarnog istrazivanja.

Rezultati proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog meda s 2 g/L kvas€evog ekstrakta
pomoc¢u kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 Sarznim postupkom u bioreaktoru s mijeSalom

prikazani su na slici 5.
Rezultati proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog meda s 2 g/L kvas€evog ekstrakta

pomoc¢u kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 polukontinuiranim postupkom u bioreaktoru s

mijeSalom prikazani su na slici 6.
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Slika 5. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODeoo Vrijednosti u vremenu tijekom
proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog meda uz dodatak 2 g/L kvas€evog ekstrakta uz
pomoc¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 Sarznim postupkom u bioreaktoru s mijeSalom

Rezultati proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog meda Sarznim postupkom u
bioreaktoru s mijeSalom najsli¢niji su rezultatima ostvarenim u uvjetima kakvi su bili u
preliminarnom dijelu istrazivanja u tikvicama gdje je pocetna koli¢ina dodanog kvascevog
ekstrakta iznosila 2 g/L. Rezultati dobiveni u biorekatoru s mijeSalom prikazani su na slici 5.
Ono Sto je potrebno naglasiti jest Cinjenica da je ova kultura kvasca pokazala vrlo brzu
adaptaciju na hranjivu podlogu u bioreaktoru unato¢ visokoj inicijalnoj koncentraciji Se¢era jer
lag faza na krivulji rasta ODsgo hije vidljiva. Ovo se moze objasniti Cinjenicom da je kultura
kvasca tijekom cijelog vremena koriStenja dobro kondicionirana u sli¢noj podlozi kao za
uzgoje uz precjepljivanje radne kulture svaka 2-3 dana. Nadalje, skraé¢enju lag faze zasigurno
je doprinijela i po€etna aeracija podloge zbog kisika koji je dodatno osigurao znacajnu i brzu
proizvodnju biomase. Izrazen porast opticke gustoée uocava se do 10. sata, a nakon otprilike

43 sata uzgoja, stanice ulaze u stacionarnu fazu.

Sto se tite potrodnje supstrata i u ovom eksperimentu zabiljeZena je paralelna
potro$nja glukoze i fruktoze gotovo od pocetka same fermentacije Sto znadi slabije izrazenu
kataboli¢ku represiju glukozom. Glukoza i fruktoza gotovo su u potpunosti utroSeni do 43.

sata uzgoja kada stanice ulaze u stacionarnu fazu. Tijekom ovog eksperimenta ukupno je
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utroSeno 119,24 g/L fermentabilnih Secera. Promjena koncentraciie saharoze i u ovom slucaju
nije zabilieZena. Na pocetku bioprocesa, najvjerojatnije, invertazna aktivnost nije prisutna
zbog kataboliCke represije glukozom dok je prema kraju fermentacije njena daljnja neaktivnost
posljedica deaktivacije zbog prisutne visoke koncentracije etanola u podlozi sto je u skladu sa

sli¢nim istrazivanjima (Zech i Gdrisch, 1995).

Sarznim postupkom proizvodnje postignuta je sliéna kona&na koncentracija etanola
(oko 42 g/L) kao i u preliminarnom eksperimentu s pocetnom koncentracijom kvas€evog
ekstrakta od 2 g/L. Sinteza glavnog produkta fermentacije uo€ena je ve¢ od samog pocetka,
¢ak i u uvjetima pocetne aeracije podloge, $to potvrduje &injenicu da je S. cerevisiae Crabtree
pozitivan kvasac odnosno da moZze proizvoditi etanol i u aerobnim uvjetima kod visokih
koncentracija Secera. Buduc¢i da fermentacija medovine traje dugo, od nekoliko tjedana do
nekoliko mjeseci zbog visoke koncentracije Secera (Iglesias i sur., 2014), a zbog vremenskog
ograniCenja provodenja istrazivanja i ograniCene koli¢ine meda, medna sladovina je bila
razrijedena u omjeru 1:8 (med : voda) Sto je vise nego §to se u literaturi preporuca (od 1:1 do
1:3 (Pereira i sur., 2007)) te je u podlogu za svaku proizvodnju dodana Cista glukoza u
koncentraciji od 40 g/L koja je zasigurno poboljSala i olakSala provodenje fermentacije jer
kvasac najprije koristi lak$e dostupne monosaharide iz podloge (glukozu i fruktozu). U slu€aju
koriStenja Sarzne tehnike proizvodnje ostvaren je prinos etanola od 44,23 g/L odnosno 5,61 %
viv uz koeficijent konverzije supstrata u produkt od 0,3709 g/g i produktivhost procesa od
0,6884 g/Lh.

Sto se tite glicerola kao glavnog nusprodukta fermentacije i ovdje je u konaénici
zabiljezena njegova niska koncentracija. Ovakav rezultat u skladu je sa istrazivanjem (Yue i
sur., 2012) koje pokazuje smanjenju proizvodnju glicerola tokom alkoholne fermentacije kada
je u podlogu dodan izvor dusika kao $to je kvas€ev ekstrakt. Dodatak izvora aminokiselina u
podlogu smanjuje nakuplianje NADH koenzima u stanici §to za posljedicu ima smanjenu
potrebu za njegovom reoksidacijom kroz sintezu glicerola. Tijekom 8§arznog nacina
proizvodnje medovine ostvaren je najveci prinos glicerola (Y gicero = 3,153 g/L) uzimajuci u
obzir i rezultate preliminarnog istrazivanja. Naime, osim vrste izvora dusika, na proizvodnju
glicerola znacajan utjecaj ima pH vrijednost podloge i dostupnost kisika odnosno jesu li
prisutni aerobni ili anaerobni uvjeti (Xie i sur., 2001). Optimalni pH za proizvodnju glicerola
iznosi oko 7 i viSe od 7 pH jedinica (Wang i sur., 2001). Budu¢i da pH vrijednost u
preliminarnom istrazivanju nije bila kontrolirana, prirodno je da je doSlo do njezinog smanjenja

tijekom odvijanja procesa pa su i manji prinosi glicerola oCekivani. S druge strane, pH

33



vrijednost tijekom proizvodnje u bioreaktoru bila je kontrolirana i odrzavana na 5 pH jedinica
8to je vrlo vjerojatno pogodovalo veéoj proizvodniji glicerola. Takoder, u odnosu na tikvice, na
pocetku proizvodnje u bioreaktoru provedena je umjerena aeracija podloge $to je u odredenoj
mjeri potaknulo proizvodnju glicerola i njegovo intracelularno nakupljanje i kasnije difundiranje

ili transport iz stanica.
Rezultati ostvareni tijekom polukontinuiranog postupka proizvodnje medovine u

bioreaktoru s mijeSalom prikazani su na slici 6 i ne razlikuju se znac¢ajno od rezultata

ostvarenih tijekom Sarznog postupka proizvodnje.
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Slika 6. Promjena koncentracije supstrata, produkata i ODeoo Vrijednosti u vremenu tijekom
proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog meda uz dodatak 2 g/L kvasS€evog ekstrakta uz
pomoc¢ kvasca S. cerevisiae ZIM 3418 polukontinuiranim postupkom u bioreaktoru s
mijeSalom

Karakteristika polukontinuiranog nacina proizvodnje je da zapocinje na isti nacin kao
Sarzni proces no sa manjom pocetnom koncentracijom Secera s obzirom da je ukupna
koli¢ina dodanog supstrata raspodijeliena na manje koli€ine kako bi se izbjegla inhibicija
radnog mikroorganizma supstratom te posljedi¢no poboljSali pokazatelji uspjesnosti procesa.
Kada su glukoza i fruktoza bile gotovo u potpunosti potroSene, provedena je prva izmjena 1/3

korisnog volumena bioreaktora (nakon 24 h od pocetka procesa), na nacin da je 2,4 L
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iskoridtene podloge ispusteno iz bioreaktora te je u bioreaktor dodan isti volumen svjeze
podloge. Isti postupak ponovljen je i nakon 48 h bioprocesa. Nakon Sto su Seceri dodani sa
svjeZzom podlogom u drugoj izmjeni volumena bili gotovo potrodeni, proces je zaustavljen te je

ukupno vrijeme trajanja bilo oko 70 sati.

Kao i kod SarZznog nacina proizvodnje, na pocetku proizvodnje zabiljeZzena je vrlo
kratka lag faza. Nadalje, karakteristika polukontinuiranog nacina vodenja procesa je direktni
nastavak eksponencijalne faze rasta stanica i nakon izmjene volumena te sprjeCavanje
moguce inhibicije stanica visokom koncentracijom supstrata na pocCetku svakog stupnja, ali i
inhibicije nakupljenim produktom na kraju svakog stupnja. Medutim, nakon svake izmjene
korisnog volumena slijedila je kratka prilagodba stanica na rast i proizvodnju etanola $to se
vidi na dijelovima krivulja za OD i etanol u periodima od 24 do 27 sata te od 49 do 51 sata.
Razlog tome mogla bi biti prilicno visoka koncentracija etanola u podlozi nakon svake

izmjene, bez obzira na dodanu svjezu podlogu i razriedenje sadrzaja bioreaktora.

Na slici 6 jasno je vidljiva puno brZza dinamika potro$nje fermentabilnih Secera kako na
pocetku procesa, tako i u svakom stupnju, odnosno nakon svake izmjene korisnog volumena,
upravo zbog njihove manje pocetne koncentracije (za 1. stupanj 67,77 g/L, za 2. stupanj
38,64 g/L, za 3. stupanj 33,36 g/L) i manjeg osmotskog pritiska za stanice. Tijekom ovog

nacina proizvodnje takoder nije doSlo do znaCajne promjene koncentracije saharoze.

Sto se tite dinamike proizvodnje etanola, uogeno je da je u drugom stupnju, koligina
proizvedenog etanola iznosila 28,19 g/L $to je vise nego na kraju $arznog dijela (23,55 g/L)
Sto bi znadilo da je prva izmjena volumena pogodovala poveéanoj proizvodnji etanola u
drugom stupnju i da je to jasna potvrda negativnog utjecaja visoke pocCetne koncentracije
supstrata na njegovu proizvodnju. Na kraju tre¢eg stupnja zabiljezena je slicna dinamika

proizvodnje (29,55 g/L) kao i nakon prve izmjene.

S obzirom na to da se glicerol akumulira unutar stanice u uvjetima osmotskog stresa
odnosno visoke koncentracije Secera u okolini te tijekom eksponencijalne faze rasta, a
difundira ili se transportira iz stanice kada se koncentracija Se¢era smaniji (Xie i sur., 2001),
porast koncentracije glicerola u okolnom mediju nakon 10. sata je ocCekivan zbog prisutne
male koncentracije SeCera u okolini u odnosu na pocCetak procesa. Medutim, kao i u svim
dosadasnjim rezultatima iz ovog diplomskog rada, nisu zabiljezene visoke koncentracije ovog

nusprodukta u podlozi §to je u skladu i s drugim istrazivanjima (Yue i sur., 2012).
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U konacnici, koridtenjem polukontinuiranog postupka proizvodnje medovine, ukupno je
utroSeno 133 g supstarta, pri ¢emu je ostvaren prinos etanola od 47,86 g/L i produktivhost
bioprocesa od 0,6789 g/Lh. Ukupni pokazatelji i usporedba uspjednosti bioprocesa prikazani
su u tablici 7. Na temelju prikazanih rezultata (tablica 7) vidljivo je da su postignuti vrlo sli¢ni
pokazatelji uspjeSnosti u oba uzgoja, s tim da je u polukontinuiranom postupku utro$eno
nesto vise supstrata u usporedbi sa Sarznim. Takoder, proizvedeno je i viSe etanola i manje
glicerola no s obzirom na nes$to sporiju brzinu proizvodnje, odnosno potrodnje supstrata
nakon izmjena podloge, a najvjerojatnije kao posljedica inhibicije viSom inicijalnom
koncentracijom etanola, produktivnost je u slu€aju polukontinuiranog postupka proizvodnje
bila nesto niza u odnosu na Sarzni. Na temelju ovih rezultata moze se zakljuciti da se oba

postupka mogu koristiti u biotehnoloskoj proizvodnji medovine.

Tablica 7. Pokazatelji uspjeSnosti procesa proizvodnje medovine iz sladovine od lipinog
Meda uz dodatak 2 g/L kvas€evog ekstrakta uz pomo¢ kvasca S. cerevisiae ZIM
3418 u bioreaktoru s mijeSalom SarZnim i polukontinuiranim postupkom

Y
) ,fer.m[en/taLbllnl Y etanol [Q/L] @ etanol (%0 V/IV) Y gicerol [o/L] etanol/fermentabilni Pr[g/Lh]
Seceri g ] . [ /
secerl g g]
Sarzni nagin 119,24 44,23 5,61 3,153 0,3709 06884
Polukontinuirani 133,74 47 86 5,78 2,180 0,3579 0,6789

nacin

U tablici 8 izrazen je udio pojedinih Se¢era u gramima na 100 g lipinog meda
koriStenog u ovom istrazivanju, bez uzimanja u obzir dodatka Ciste glukoze jer je njezina

koncentracija za svaki postupak proizvodnije bila ista i iznosila je 40 g/L.
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Tablica 8. Koncentracija i udio prirodno prisutnih $e¢era u medu (saharoze, fruktoze,
glukoze) i zbroj fruktoze i glukoze [g] na 100 g lipinog meda dodanog po svakoj
proizvodniji te vrijednost omjera fruktoze i glukoze (svi rezultati u tablici prikazani su
bez dodatka Ciste glukoze)

Polukontinuirani nadin

Sarzni nagin proizvodnje : .
proizvodnje

Saharoza [g/L] 12,53 25,39
Fruktoza [g/L] 48,02 49,42
Glukoza [g/L] 32,86 50,36
Saharoza [g/100 g meda] 11,39 23,08
Fruktoza [g/100 g meda] 43,65 44,93
Glukoza [g/100 g meda] 29,87 45,78
Fruktoza + Glukoza 7352 90.71
[9/100 g meda] ’ ’
Fruktoza / Glukoza [g/g] 1,46 0,98

Uzme li se u obzir ukupna pocéetna koncentracija svih $ecéera prirodno prisutnih u
medu, dodanih sa ukupnom koli€inom upotrijeblienog meda (bez dodane diste glukoze) na
poCetku Sarznog i polukontinuiranog postupka proizvodnje u bioreaktoru s mijeSalom, uocit ¢e
se da ona nije ista za pojedini postupak proizvodnje. Ukupna pocCetna koncentracija
navedenih Secéera iznosila je 93,41 g/L u Sarznom postupku i 125,17 g/L u polukontinuiranom
postupku. Nadalje, udio pojedinog Secera na 100 g dodanog meda takoder nije isti za pojedini
postupak proizvodnje. Naime, med, odnosno glukoza u medu, ima tendenciju kristalizacije,
dok se fruktoza i saharoza pretezno nalaze u tekué¢em dijelu meda. Ako omjer fruktoze i
glukoze ima vrijednost ve¢u od 1, med ima manju tendenciju kristalizacije i maniji udio
glukoze, a ukoliko je vrijednost manja od 1, udio glukoze i tendencija kristalizacije su naravno
puno vec¢i (Nguyen i sur., 2023). Rukovanje s medom je priliéno zahtjevno zbog njegove
viskoznosti i nehomogenosti pogotovo ukoliko je doslo do kristalizacije pa je tako uodljivo da
je u slucaju $arznog postupka proizvodnje, dodano manje glukoze na 100 g meda u odnosu
na polukontinuirani nacin proizvodnje, pa je i omjer fruktoze i glukoze puno vecéi od 1, dakle
bilo je dodano manje kristaliziranog, a viSe tekuceg dijela meda. S druge strane za
polukontinuiranu proizvodnju omjer fruktoze i glukoze je priblizno jednak 1 Sto je logi¢no jer je
njihov udio na 100 g meda gotovo jednak te je omjer dodanog kristaliziranog i teku¢eg dijela
bio viSe uravnotezen. Osim toga i koncentracija saharoze je u polukontinuiranom nacinu bila
veca Sto dodatno potkrepljuje €injenicu ravnomjernijeg dodatka tekuéeg dijela meda u odnosu

na Sarzni postupak proizvodnje.
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. ZAKLJUCCI

U preliminarnom dijelu istrazivanja istrazivan je utjecaj dodatka kvas€evog ekstrakta
na dinamiku odvijanja bioprocesa u tikvicama. Najveci prinos etanola iznosio je 43,95
g/L (5,57 % viv) i ostvaren je u tikvici s najve¢om koncentracijom kvascevog ekstrakta
dok je u eksperimentu sa koncentracijom kvas€evog ekstrakta od 0,5 g/L iznosio
33,76 g/L (4,28 %), a u tikvici bez dodanog ekstrakta 21,07 g/L (2,67 % v/v).

Sto se tiGe ostalih pokazatelja uspjesnosti, kod najveée koli¢ine dodanog kvas&evog
ekstrakta ostvarena je i najveéa produktivnost s obzirom na glavni produkt u podlozi
(0,7578 g/Lh), dok je u ostala dva eksperimenta produktivhosti iznosile 0,5821 g/Lh te
0,3632 g/Lh. Takoder, najbolji koeficijent konverzije postignuti je u eksperimentu gdje
je po€etna koncentracija kvasevog ekstrakta bila najvida (Yewows = 0,4277 g/g).

Na temelju rezultata ostvarenih tijekom preliminarnog istraZivanja, za eksperimente u
bioreaktoru s mijeSalom koridtena je podloga uz dodatak 2 g/L kvasCevog ekstrakta.
Ukupno gledano ostvareni pokazatelji uspjeSnosti procesa su gotovo isti za oba
postupka proizvodnje. Prinos etanola tijekom SarZznog postupka iznosio je 44,23 g/L
(5,61 % v/v), uz ostvarenu produktivnost od 0,6884 g/Lh. Tijekom polukontinuiranog
nacina proizvodnje ostvaren je prinos etanola od 47,86 g/L (5,78 % v/v) dok je
produktivnost iznosila 0,6789 g/Lh. Koeficijenti konverzije iznosili su 0,3709 g/g za
Sarzni i 0,3579 g/g za polukontinurani postupak.

Na temelju rezultata dobivenih tijekom ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da se oba
postupka mogu Koristiti u proizvodnji medovine. Zbog utjecaja velikog broja faktora na
samu dinamiku fermentacije, ali i kvalitetu konacnog proizvoda, potrebno je provesti

dodatna istrazivanja za optimizaciju proizvodnje medovine.
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7. PRILOZI

7.1. BAZDARNI PRAVCI ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIJE SUPSTRATA |
PRODUKATA UPLC ANALIZOM

Prilog 1. Jednadzbe baZdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva visoko

ucinkovitom tekuc¢inskom kromatografijom

Retencijsko
Spoj vrijeme, Jednadzba bazdarnog pravca R3(-)
tr (Min)

Saharoza 4,819 A = 123790 Y saharoza — 145,45 0,9998
G|Uk028. 5,200 A = 140381,12 Y glukoza — 157,58 1,000
Fruktoza 6,065 A = 141560 Y fruktoza — 1278,7 0,9997
Glicerol 7,692 A = 115438 ¥ giicero + 2603,5 0,9999

E'[an0| 9,374 A = 484161 Y etanol + 737,97 0,9999

A = povrSina
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