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1. UVOD

Povecanje populacije i globalno zatopljenje dovode do ekstremnih klimatskih promjena poput
povecanja razine mora uzrokovane otapanjem ledenjaka te poviSenje prosjeCne temperature u
svijetu za 1 -1,5 °C. Fosilna goriva kao ugljen, nafta i zemni plin su neobnovljivi izvori energije, a
njihove zalihe se drasti¢no smanjuju. Zbog toga se istrazuju obnovljivi izvori energije ukljuujudi
solarnu, geotermalnu energiju, hidroenergiju i bioenergiju (Chilakamarry i sur., 2021). Otpad iz
poljoprivredne, drvno-preradivacke industrije i tekstilne industrije pretezito su neiskoristeni dijelovi
biljaka i drve¢a koji su po svom sastavu lignocelulozne sirovine. One su po sastavu gradene od
tri biopolimera — celuloze, hemiceluloze i lignina te se mogu primjenjivati kao obnovljiva sirovina
u proizvodniji biogoriva i u proizvodniji kemikalija kao supstrat za radne mikroorganizme (Gil, 2021).
S obzirom da je lignoceluloza kompleksan biopolimer, potrebno je izvrsiti predobradu da bi sirovina
bila spremna za daljnju razgradnju. Postoje razliite metode za oslabljivanje i razbijanje veza
unutar lignocelulozne strukture te se odabiru s obzirom na proizvod koji se iz sirovine Zeli dobiti.

Metode se dijele na fizikalne, kemijske i bioloSke (Roy i sur., 2020).

Morska trava Posidonia oceanica lignocelulozna je sirovina koja raste u Sredozemnom moru.
Visegodisnja je biljka, nakon godinu dana rasta lis¢e se odvaja od stabljike te se nakuplja na obali.
Velike koli¢ine morske trave koje se nakupljaju na plazama predstavljaju posebno velik problem u
turistiCkim mjestima. Posidonija je privukla paznju kao potencijalna lignocelulozna sirovina koja se
moze upotrebljavati kao obnovljivi izvor ugljika za proizvodnju raznih bio-produkata (Mnafki i sur.,
2024).

Mikroorganizmi poput razli€itih vrsta bakterija, filamentoznih funga, traustohitrida, mikroalgi i
kvasaca koji mogu nakupiti vise od 20 % (w/w) lipida po suhoj tvari biomase pod odredenim
uvjetima uzgoja nazivaju se oleaginoznim mikroorganizmima (Patel i sur., 2020). U tu skupinu
spadaju i kvasac Rhodotorula sp. i traustohitrid Schizochytrium sp. koji su koristeni kao radni

mikroorganizmi.

Cilj ovog rada bio povecati prinos biomase i lipida za kvasac Rhodotorula sp. i traustohitrid
Schizochytrium sp. optimizacijom omjera masa izvora ugljika i duSika u hranjivoj podlozi koristeci
glukozu kao izvor ugljika. U drugom dijelu ovog rada proveden je uzgoj u kvasca Rhodotorula sp.
i traustohitrida Schizochytrium sp. na predobradenoj otpadnoj morskoj travi uz dodatak

celulolitickih enzima i optimalan omjer izvora ugljika i duSika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LIGNOCELULOZNE SIROVINE

Lignoceluloza, odnosno lignocelulozna biomasa, je najrasirenija obnovljiva sirovina u svijetu. U tu
skupinu biomaterijala svrstavaju se biorazgradivi otpadi biljnog podrijetla (Baig, 2020). Siroku
upotrebu u industriji stekla je zbog karakteristika poput dobre rasprostranjenosti i koliine, niskih
cijena te ekoloske prihvatljivosti (Lobo i sur., 2021). Lignocelulozne sirovine mogu biti
poljoprivrednog podrijetla — kukuruzovina, kukuruzni oklasci, energetske trave poput miskantusa;
Sumarskog podrijetla — piljevina, kora drveca, lis¢e, granje; industrijskog podrijetla — ostaci
industrijske prerade poljoprivrednih sirovina kao $to su ljuske rize ili bagaza Secerne repe (Cuervo
i sur., 2024).

2.1.1. Sastav

Stani¢ne stijenke biljaka sastoje se od tri organske komponente — celuloze, hemiceluloze i lignina.
Te komponente su takoder glavne komponente lignoceluloznih sirovina, a njihov omjer i kvaliteta
variraju s obzirom na vrstu i starost bilike. Molekule celuloze su ravnomjerno rasporedene u
snopove i definiraju gradu stani¢ne stijenke. S hemicelulozom i ligninom tvori vodikove veze, dok
su oni medusobno povezani kovalentnom vezom. Stoga, pri izolaciji lignina iz lignocelulozne
biomase vecinom mogu biti pronadeni mali udjeli ugljikohidrata koji zaostaju nakon razbijanja
kovalentne veze s hemicelulozom (Chen, 2014). Grada lignocelulozne sirovine, odnosno njenih

komponenti prikazana je na slici 2.1.
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Slika 2.1. Grada lignocelulozne sirovine i njenih komponenti (prema Cuervo i sur., 2023)



2.1.1.1. Celuloza

Celuloza je najceSci biopolimer koji se pojavljuje u prirodi, sastavni je dio stani¢ne stijenke biljnih
stanica. Promjer celuloznih mikrofibrila unutar stan¢ne stijenke biljaka u prosjeku iznosi 2 — 4 nm,
dok celulozni mikrofibrili u bakterijama imaju promjer 4 — 8 nm. Celuloza je linearni
homopolisaharid, 5to znaci da u sastavu ima jedan monosaharid — glukozu, te ima kemijsku
formulu (CsH100s)n. ,n“ predstavlja broj molekula glukoze sadrzanih u molekuli celuloze, te stupanj
polimerizacije varira izmedu 1510-5500 (Okolie i sur., 2020). Molekule glukoze medusobno su
povezane [-1,4-glikozidnim vezama. Unutar celuloze, lanci mogu biti pravilno i nepravilno
posloZeni §to je rezultat prisutnosti polarnih atoma kisika i vodika, a to omogucuje molekulama

glukoze formaciju inter- i intra-molekularnih veza (Lobo i sur., 2021).

2.1.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza je jo$ jedan od glavnih polimera u sastavu biljnih stani¢nih stijenki. Hemiceluloza je
heteropolisaharidna kratkolan€ana molekula, sadrzi razli€ite monosaharidne jedinice, heksoze (B-
D-glukoza, B-D- manoza, B-D-galaktoza) i pentoze (B-D-ksiloza i a-L-arabinoza) u vecim
koli€inama, dok se heksoze poput fruktoze i ramnoze pojavljuju u manjim koli€inama (Lobo i sur.,
2021). Sastav hemiceluloze razlikuje se s obzirom na vrstu biljke. Na primjer, manani su prisutni
u poljoprivrednim otpatcima i u mekom drvetu. To su polimeri u kojima su bo&ni ogranci manoze
povezani (-1,4- ili B-1,6-glikozidnim vezama s drugim monosaharidima, tako se pojavljuje
glukomanan (lanci glukoze i manoze), galaktomanan (lanci galaktoze i manoze) itd. Ksilan je
najCesci polisaharid u hemicelulozi, najviSe prisutan u slami i travi. Ksilani su polimeri preteZito
saCinjeni od ksiloze Cije su molekule medusobno povezane (3-1,4-glikozidnim vezama. Osim
ksiloze, u malim koli€¢inama prisutni su i glukoza, arabinoza i glukuronska kiselina (Okolie i sur.,
2020).

2.1.1.3. Lignin

Lignin je polimer sastavljen od fenilpropanskih monomernih jedinica koje su nasumiéno i
nelinearno povezane esterskim vezama. Sadrzi tri jednostavna strukturna monomera — p-fenilni
monomer (H-tip) izveden iz kumaril alkohola; gvajacilni monomer (G-tip) izveden iz koniferil
alkohola; siringilni monomer (S-tip) izveden iz sinapilonog alkohola. lako ima samo tri osnovne
strukture, njihovi omjeri se bitno razlikuju u razli¢itim bilkama (Chen, 2014). S obzirom da je lignin
prisutan u lignoceluloznoj biomasi, otezava ekstrakciju celuloze i hemiceluloze u svrhu dobivanja

fermentabilnih Secera te ga je potrebno izdvojiti iz biomase (Okolie i sur., 2020).



2.1.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Lignoceluloza je kompleksan biopolimer te je stoga potrebno izvrsiti predobradu da bi sirovina bila
spremna za enzimsku razgradnju uz pomo¢ celulaza i hemicelulaza. Metode predobrade se dijele

na fizikalne, kemijske i bioloSke (Roy i sur., 2020).

2.1.2.1. Fizikalne metode predobrade

U fizikalne metode predobrade spadaju mehanicki predtretmani, ekstruzija, predtretmani
zraCenjem i drugi. Mehanicki predtretmani su jednostavni, ne djeluju negativho na okoli§ te ne
proizvode toksi¢ne tvari i inhibitore. Medu njih spadaju mljevenje, sjeckanje i pre$anje te iteracije
tih metoda. Koriste se ukoliko se lignocelulozna sirovina nadalje koristi kao supstrat u procesu
anaerobne digestije jer se pokazalo da su prinosi metana povecéani za 25-27 % nakon mehani¢kog
usitnjavanja sirovine. Mehani¢ka predobrada ima visoke energetske trodkove i najcesce prethodi
drugim metodama predobrade lignocelulozne sirovine (Khan i sur. 2022). Predtretman ekstruzijom
provodi se kombinacijom toplinske i mehanicke energije postignute gibanjem sirovine unutar
kudista ekstrudera razlicitih izvedbi. Ekstruzijom se sirovina prisiljava na gibanje, uz istovremeno
mijeSanje i/ili zagrijavanje/hladenje, kroz suzeni otvor u prostoru kuéista. Tijekom procesa
poveCava se temperatura i tlak unutar ekstrudera, te pri izlasku sirovine iz tanka dolazi do
razbijanja vlakana lignoceluloze i smanjivanja udjela vlage zbog isparavanja pri poviSenoj
temperaturi (Khan i sur., 2022). Predtretman zraCenjem ukljuCuje zagrijavanje sirovine koristeci
mikrovalove, elektronske snopove ili gama zrake. Takvim predtretmanom dolazi do smanjenja

kristalicnosti celuloze, hidrolize hemiceluloze i depolimerizacije lignina (Khan i sur., 2022).

2.1.2.2. Kemijske metode predobrade

U kemijske metode predobrade ubrajaju se kiselinska i alkalna predobrada. Predobrada
lignocelulozne sirovine kiselinskom hidrolizom na razlicitim temperaturama dovodi do smanjenja
udjela lignina te dolazi do preraspodjele lignina u samoj sirovini ¢ime se poboljSava razgradivost
polisaharida pomocu celulolitickih enzima. Djelovanjem kiseline i poviSene temperature dolazi do
djelomi¢ne hidrolize lanaca celuloze i hemiceluloze pucanjem kovalentnih veza unutar lanaca.
Razlicite organske i anorganske kiseline mogu se koristiti u procesu kiselinske predobrade, kao
Sto su na primjer sumporna, klorovodi€na, mravlja i octena kiselina. NajCeSCe se koriste
klorovodi¢na i sumporna kiselina u razli€itim koncentracijama. lako je ovakav predtretman
efikasan u uklanjanju lignina i degradaciji hemiceluloze, negativna strana je to $to su kiseline jaki
oksidansi. Ukoliko se koriste koncentrirane jake kiseline, one mogu dovesti do stvaranja toksi¢nih
spojeva poput furfurala. Stoga je bitno odabrati optimalnu temperaturu i niZu koncentraciju kiselina

da bi se izbjegli negativni efekti (Roy i sur., 2020). Predtretman luzinama provodi se pri nizim



temperaturama u odnosu na kiselinski predtretman. Lignocelulozna sirovina nabubri u prisutnosti
luzina poput natrijeva, kalijeva ili amonijeva hidroksida §to omoguéuje razbijanje veza lignina s
hemicelulozom i celulozom te moze doci do djelomicne razgradnje lignina. Takoder, povecava se
povrSina unutarnje strukture lignoceluloze ¢ime se povecava povrSina za vezanje hidrolitiCkih
enzima. Predtretman luzinama je ucinkovit za lignocelulozne sirovine poput poljoprivrednih
ostataka zbog manjeg udjela lignina, dok je manje u€inkovit i skuplji za tretiranje mekog drva (npr.
Cetinjage) s obzirom na potrebe za viSim temperaturama i tlakovima da bi se postigli rezultati sli¢ni
kiselinskom predtretmanu. Osim navedenih luzina, alkalna predobrada moze se provesti
koriStenjem vapna. Kao jeftin materijal i materijal koji se jednostavno moze izdvojiti iz sirovine,
vapno je privuklo paznju kao sredstvo predobrade. Medutim, vapno sadrzi kalcijeve ione koji se
mogu taloZiti na tankovima i opremi u kojoj se provodi proces te ju oStetiti ili zaCepiti cijevi (Galbe
i Zacchi, 2012).

2.1.2.3. Bioloske metode predobrade

Koristenje mikroorganizama za predobradu lignocelulozne sirovine je jeftin proces s niskim
energetskim troskovima te je znacajno manja moguénost nastajanja tvari koje mogu inhibirati rast
mikroorganizma ili smanijiti aktivnost celulolitickin enzima u odnosu na kiselinsku i alkalnu
predobradu. Osim toga, sirovina obradena bioloskim putem ne zahtijeva dodatnu obradu prije
koriStenja u procesu glavnog uzgoja mikroorganizma. Delignifikacija je primarni cilj bioloSke
predobrade jer uklanjanjem lignina se omogucéava ucinkovitija hidroliza sirovine uz pomoé¢
celulaza i hemicelulaza. U bioloskim metodama naj¢esc¢e se koriste enzimi te odredeni rodovi
bakterija i funga (Chen i sur., 2017).

2.1.3. Enzimska hidroliza

Enzimska hidroliza lignoceluloznih materijala ovisi ne samo o ucinkovitosti enzima, ve¢ i o
fizikalnim, kemijskim i morfoloSkim karakteristikama tretiranog materijala. Faktori koji utje¢u na
enzimsku hidrolizu mogu se podijeliti u dvije skupine — faktori vezani uz enzime i faktori vezani uz
supstrat. Faktori vezani uz enzime ukljuCuju aktivhost enzima, mogucnost inhibicije produktima,
termalnu stabilnost, medusobnu sinergiju i adsorbciju na lignoceluloznu sirovinu. Faktori vezani
uz supstrate se fokusiraju na povecanje dostupnosti celuloze enzimima na koju utjeu razni
Cimbenici, na primjer kristalini€nost celuloze, raspodijela lignina i hemiceluloze u sirovini, povrSina
slobodna za vezanje enzima. Kristalinicnost celuloze nepovoljno utjeCe na hidrolizu sirovine zbog
dostupnosti supstrata tj. celuloze, celulazama. Stoga je bitno da se tijekom predtretmana
kristalinina celuloza prevede u amorfni oblik koju celulaze ucinkovitije hidroliziraju u jednostavnije

ugljikohidrate. Prisutnost hemiceluloze i lignina smanjuju dostupnost supstrata tj. celuloze



celuloitickim enzimima. Tijekom predtretmana potrebno je povecéati dostupnost celuloznih viakana
u sirovini, ¢ime se povec¢ava povrsina tj. supstrat za celulaze (Sun i sur., 2015). Zbog prisutnosti
lignina moguca je adsorbcija celulaza na lignin uzrokovana hidrofobnim interakcijama, vodikovim
vezama ili elektrostatskim interakcijama. Vezanjem celulolitickih enzima na lignin smanjuje se
aktivnost enzima te se povecavaju troskovi hidrolize. Osim toga, proizvodi razgradnje lignina koji
nastaju tijekom predtretmana mogu inhibirati celuloliticke enzime (Yuan i sur., 2021). Osim lignina
i proizvoda njegove razgradnje, mnoge druge tvari nastaju tijekom predobrade kao $to je glukoza,
celobioza i ksilooligosaharidi. Celobioza povezana s triptofanom moze se vezati u aktivno mjesto
celulolititckog enzima i time onemoguciti vezanje na supstrat tj. lanac celuloze. Ksilooligosaharidi
u vrlo niskim koncentracijama inhibiraju celulaze te smanjuju aktivnost enzima. Glukoza u velikim

koncentracijama inhibira celulaze i B-glukozidazu (Sun i sur., 2015).

2.1.4. Morska trava Posidonia oceanica

Morska trava Posidonia oceanica L. Delile (slika 2.2.a)) je sporo-rastu¢a endemska vodena biljka
koja raste u Sredozemnom i okolnim morima. Radi se o viSegodisSnjoj biljci koja pokriva morsko
dno formirajuci podvodne livade. LiS¢e bilike P.oceanica sastoji se od korice i vlati, vlat se nakon
jedne godine odvaja od korice, koja ostaje pri€vr§¢ena za rizom, te se ispire na obalu. Korice,
rizom i korijen se takoder odvajaju od morskog dna, medusobno se ispreplicu te formiraju tzv.
egogropile (slika 2.2.b)), nakupine nalik na jajasca, koje se u tom obliku dospiju na obalu (Mnafki
i sur., 2024).

Slika 2.2. a) Prikaz morske trave P. oceanica (Lo Re, 2015); b) egogropili formirani od dijelova
P.oceanica (Restaino i sur., 2023)



S ekoloskog stajalidta, livade posidonije igraju vaznu ulogu u ekosistemu Sredozenmog mora.
Predstavljaju utociste i izvor hrane brojnim morskim beskraljeznjacima i kraljeznjacima; korijenje
stabilizira morsko dno i sprjeCava eroziju obala koja se odvija zbog snage valova; sluzi kao
skladiste ugljikovog dioksida apsorbirajuc¢i ga iz atmosfere i time ublazava utjecaj klimatskih
promjena (Amoroso i sur., 2024). Medutim, ,livade“ posidonije na morskom dnu, koje se nazivaju
i pluéima Mediterana, ugrozene su zbog zagadenja mora, mehanickih utjecaja zbog sidrenja
brodova i promjene klimatskih uvjeta (Pansini i sur., 2022). Zbog navedenih problema, livade
posidonije se drasti€no smanjuju na mnogim podrudcjima. To je povecéalo podrebu za prevencijom

izumiranja te se to pokusava posti¢i sadenjem posidonija (Lo Re, 2015).

S obzirom na velike koli¢ine lis¢a i egogropila koji se ispiru na obale Sredozemlja, posidonija je
privukla paznju kao potencijalna lignocelulozna sirovina koja se moZze upotrebljavati kao obnovljivi
izvor ugljika za proizvodnju raznih bio-produkata. Zbog potrebe za pronalaskom alternativa fosilim
gorivima, posidonija je podvrgnuta istaZivanjima u kojima se koristi za proizvodnju biogoriva te se
ispituju optimalni uvjeti predobrade koji nadalje rezultiraju boljim iskoriStenjem celuloze u ovoj
sirovini (Mnafki i sur., 2024). Osim toga, primjenu pronalazi kao zamjena kartonskim paketima
proizvedenim od drveéa (Benito-Gonzalez i sur., 2018), dodaje se u sto¢nu hranu, koristi se kao

supstrat za proizvodnju biougljena te se dodaje u gnojiva (Amoroso i sur., 2024).

2.2. RADNI MIKROORGANIZMI

Radni mikroorganizmi poput razliitih vrsta bakterija, filamentoznih fungi, traustohitrida, mikroalgi
i kvasaca mogu proizvesti viSe od 20 % (w/w) lipida po suhoj tvari biomase te se takva skupina
mikroorganizama naziva oleaginozni mikroorganizmi. Ovisno o postavljenim uvjetima uzgoja udio
proizvedenih lipida se mijenja i stoga je bitno pratiti procesne parametre kao $to su temperatura,
pH i omjer ugljika i duSika (Patel i sur., 2020). Pokazalo se da temperature viSe od 30 °C negativho
utjeCu na prinos lipida, a pH vrijednosti koje se kre¢u oko neutralne i blago bazi¢ne vrijednosti
pozitivno utjeCu na prinose. Takoder, mijeSanje od 200 do 300 okretaja po minuti poveéava prinose
lipida, dok vrijednosti iznad navedenih smanjuju prinose, a vrijednosti nize od toga ubrzavaju
metabolizam ugljika koji poti€e sintezu ektracelularnih alkohola (Valdés i sur., 2020). Vecina lipida
proizvedenih od strane oleaginoznih mikroorganizama su lanci od 4 do 28 ugljikovih atoma. To
mogu biti zasi¢ene i nezasicene masne kiseline, dok nezasi¢ene mogu biti mononezasic¢ene (eng.
monounsaturated fatty acids — MUFA) ili polinezasi¢ene (eng. polyunsaturated fatty acids — PUFA)
masne kiseline. S obzirom na profil proizvedenih masnih kiselina, oleaginozni mikroorganizmi se
mogu korisiti u proizvodnji biodiezela ili kao radni mikroorganizmi za proizvodnju nutraceutika

(prehrambeni proizvodi ili dodatci prehrani koji imaju pozitivne ucinke na zdravlje). Posebna



paznja se skre¢e na mikroorganizme koji proizvode eikozapentaensku (EPA) i dokozaheksaensku
(DHA) viSestruko nezasi¢enu masnu kiselinu. One ne mogu biti proizvedene u ljudskom
organizmu, mogu se sintetizirati konverzijom drugih omega-3 masnih kiselina, ali stupan;j
konverzije je prenizak da bi se zadovoljila dnevna potreba za istima. Stoga se u organizam unose
hranom. DHA i EPA imaju vazne uloge u metaboli¢kim i imunosnim aktivhostima, kao i pozitivhe

ucCinke protiv neuroloskih i kardiovaskularnih bolesti (Patel i sur., 2020).

2.2.1. Rhodotorula sp.

Rod kvasaca Rhodotorula sp. ukljuCuje vise od 165 vrsta. Ime je poteklo od gr¢ke rijec€i rhodos
(crvena) i latinske rijeci torula (ispup€enije). Njihove kolonije karakterizira brzi rast, glatka povrsina,
mogu biti i bistre i mutne, mekane su i mukoidne. Takoder, prepoznatljive su po svojoj boji, koja
ovisno o proizvedenim pigmentima varira izmedu roze, koraljno crvene, naran€aste i Zute (Marova
i sur., 2011). Mogu se izolirati iz okoli$a; prisutni su u zraku, zemlji, travi, jezerima, oceanima i na
ljudskoj kozi. VecCina kvasaca ovog roda nisu patogeni, medutim kvasac vrste Rhodotorula

mucilaginosa jest oportunisti¢ki patogen koji moze izazvati infekcije (Kot i sur., 2016).

Koristi razli€ite izvore ugljika, npr. glukozu, galaktozu, saharozu, maltozu, trehalozu, etanol,
glicerol i heksadekan. Mogu rasti u prisutnosti 10 % natrijevog klorida, ali ne mogu rasti pri
koncentraciji glukoze vecoj od 50 %. Mezofilni su mikroorganizmi te dobro rastu na neutralnim do
blago kiselim pH vrijednostima. U biotehnologiji se koriste za proizvodnju pigmenata, lipida i
enzima te s obzirom na Zeljeni proizvod, potrebno je prilagoditi razliCite uvjete uzgoja (Kot i sur.,
2016). Pigmenti koje Rhodotorula sp. proizvodi su primarno karotenoidi poput B-karotena, torulena
i torularodina. Produktivnost procesa proizvodnje pigmenata ovisi o dosta faktora kao $to su
koristeni izvori ugljika i duSika, temperatura i izvori svjetlosti. Pri temperaturi od 20 °C pokazao se
najvedi prinos pigmenata, dok pri nizim i vis§im temperaturama prinos se smanjuje za viSe od 50
%. Takoder, svjetlo pozitivno utjeCe na sintezu pigmenata, medutim prejak izvor svjetlosti inhibira
rast kvasca te se stoga uzgaja u blago osvjetlienim uvjetima gdje se balansira brz rast i sinteza
pigmenata (Grigore i sur., 2023). Faktori koji utje€u na sintezu lipida iz kvasca roda Rhodotorula
sp. su omijeri ugljika i dusika, kao i njihovi izvori, temperatura, pH i koncentracija otopljenog kisika.
Optimalni uvjeti omjera ugljika i duSika se prema istrazivanjima kre¢u izmedu 60 i 85, a njihovi
izvori drasti¢no utje€u na ukupne prinose lipida. U tablici 2.1. prikazani su prinosi lipida tijekom
uzgoja kvasca Rhodotorula glutinis koristeCi razliCite izvore ugljika i duSika. 1z tablice se moze
primijetiti da promjenom samo jednog od izvora ugljika/dusika dolazi do drasti¢nih razlika u udjelu
lipida. Najveci udio lipida proizveden je pri uzgoju na glukozi uz kvascev ekstrakt i amonijev sulfat

kao izvore dusika te je iznosio 66,0 % (Kot i sur., 2016).



Tablica 2.1. Prikaz udjela lipida tijekom uzgoja kvasca Rhodotorula glutinis uz razliCite izvore
ugljika i duSika (prema Kot i sur., 2016)

Izvor ugljika Izvor dusika Udio lipida (%)
glukoza kvasCev ekstrakt 60,9
glukoza amonijev sulfat + kvasCev ekstrakt 66,0
glukoza amonijev sulfat 40,0
glicerol amonijev klorid + kvasCev ekstrakt 25,0
glicerol amonijev sulfat 60,7
melasa amonijev sulfat 39,0

saharoza amonijev sulfat + kvasCev ekstrakt 50,0

Najveci prinosi lipida su postignuti pri pH vrijednosti 4, medutim nizak pH loSe utje¢e na rast
mezofilnih kvasaca roda Rhodotorula sp. pH vrijednosti izmedu 5 i 6 pokazale su se boljim za
rast uz nesto nizi prinos lipida. Takoder, vrijednosti otopljenog kisika od 25 + 10 % zasicenja

kisikom iz zraka (pO2) tijekom uzgoja doprinose vec¢im prinosima lipida (Kot i sur., 2016).

2.2.2. Schizochytrium sp.

Traustohitridi su morski jednostani¢ni heterotrofni mikroorganizmi koje se u literaturi ¢esto naziva
mikroalgom. Taksonomski ne spadaju u kategoriju mikroalgi jer ne posjeduju plastide i nemaju
mogucénost fotosinteze. Trenutno je poznato devet rodova traustohitrida u koje spadaju
Thraustochytrium, Schizochytrium, Aurantiochytrium, Japonochytrium, Monorhizochytrium,
Ulkenia, Sicyoidochytrium, Parietichytrium i Botryochytrium. U biotehnologiji su privukli paznju
zbog mogucénosti proizvodnje intracelularnih lipida u visokim udjelima, pigmenta karotenoida i

antioksidansa skvalena (Du i sur., 2021).

Schizochytrium sp. je skupina traustohitrida koju je moguce izolirati iz razli€itih mora u svijetu, npr.
soji SR21 izoliran je na podrucju Japana; soj S31 u Kaliforniji (Wang i sur., 2021). Traustohitridi
roda Schizochytrium sp. obeéavaju¢a su skupina mikroorganizama u biotehnoloskoj proizvodniji
lipida te im posebnu paznju dodaje Cinjenica da od je ukupnih proizvedenih lipida 30 — 40 %
dokozaheksaenska masna kiselina (DHA). Osim toga, proizvode karotenoide ukljuCujuci -
karoten, likopen i astaksantin. Istrazivanjem uvjeta biotehnoloSke proizvodnje utvrdeno je da su
najbolji izvori ugljika za uzgoj Schizochytrium sp. glukoza i glicerol (Chang i sur., 2020). Uzgojem
na glukozi ispitivano je koji izvori duSika najbolje utjeCu na rast biomase te donose najvece prinose

lipida. Rezultati su prikazani u tablici 2.2. te se iz rezultata vidi da je pri uzgoju na kvasCevom



ekstraktu i mononatrijevom glutamatu (MSG) vrijednost koncentracije biomase i prinosa lipida

gotovo dupla u odnosu na ostale izvore (Jiang i sur., 2017).

Tablica 2.2. Koncentracije biomase i prinosi lipida dobiveni uzgojem Schizochytrium sp. na glukozi
i razli¢itim izvorima duSika (prema Jiang i sur., 2017)

Izvor dusika Koncentracija biomase (g/L) Prinos lipida (g/L)
MSG 28,51 4,01
Kvascéev ekstrakt 26,81 12,10
Pepton 23,51 5,67
Kvaséev ekstrakt + MSG 55,83 19,50
Amonijev klorid 28,67 6,73
Amonijev sulfat 34,83 3,53

Pokazalo se da omjer ugljika i duSika znatno utje€e na prinose lipida i karotenoida proizvedenih
tijekom uzgoja Schizochytrium sp.. Stres mikroorganizma prouzrokovan manjkom dusSika
povecava prinose karotenoida poput astaksantina, medutim, kada se potrosi sav dusik,
mikroorganizam prestaje rasti i ulazi u stacionarnu fazu. Stoga je bitno pronaci omjer koji je
optimalan za rast biomase i pri tome proizvodi visoke koncentracije lipida i karotenoida. Prema
istrazivanju Chang i suradnika (2020) pokazalo se da su omjeri C/N 3,75 i 5 (g/g) optimalni za
proizvodnju lipida, dok su veéi i manji omjeri pogodniji za proizvodnju karotenoida [3-karotena i

astaksantina.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Radni mikroorganizmi ispitivani u ovom radu su kvasac Rhodotorula sp. koji je izoliran iz
Jadranskog mora i nalazi se u Zbirci mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko inzenjerstvo,
industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada, Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo,
Prehrambeno — biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu te mikroalga Schizochytrium sp. ATCC 20888
iz zbirke mikroorganizama American Type Culture Collection (ATCC, Sjedinjene Americke

Drzave).

3.1.2. Sastojci za pripremu hranjivih podloga

Tablica 3.1. Tvari i hranjive smjese koriStene za pripremu hranjivih podloga, proizvodac i Cisto¢a

Sastojak Oznaka cistoce Proizvodac¢
Agar za upotrebu u biotehnologiji Biolife, Italija
amonijev sulfat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
bakrov sulfat pentahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
cinkov sulfat heptahidrat 99 % Merck, Njemacka
glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev klorid dihidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kalijev dihidrogenfosfat p.a. Kemika, Hrvatska
kobaltov sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
kvasCev ekstrakt za mikrobiologiju Biolife, Italija
limunska kiselina p.a. Merck, Njemacka
magnezijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika, Hrvatska
manganov sulfat monohidrat p.a. Merck, Njemacka
mononatrijev glutamat p.a. Sigma-Aldrich, SAD
morska sol (nerafinirana) techn. Solana Nin, Hrvatska
natrijev molibdat heptahidrat p.a. Merck, Njemacka
pepton za mikrobiologiju Merck, Njemacka
Zeljezov sulfat heptahidrat p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Morska trava - Split, Hrvatska
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Uzgoj radnih mikroorganizama proveden je na hranjivim podlogama za Ciju pripravu su koristene

anorganske i organske tvari, kompleksne hranjive smjese i otpadna morska trava (tablica 3.1.).

Takoder, u Tablici 3.2. prikazani su ostale tvari koriStene u analizi uzoraka tijekom provodenja

eksperimenta.

3.1.3. Tvari koriStene u analizi uzoraka

U analizi uzoraka i hidrolizi otpadne morske trave koriStena su otapala i tvari navedene u tablici

3.2.

Tablica 3.2. Tvari koriStene u analizi uzoraka i enzimi.

Reagens/enzim

Oznaka cistoce

Proizvodac

heksan p.a. Merck , Njemacka
kalcijev karbonat p.a. Kemika, Hrvatska
kloroform p.a. Merck, Njemacka
klorovodi¢na kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
metanol 99,9 % Merck, Njemacka

metil tridekanoat standard Sigma-Aldrich, SAD
natrijev hidroksid p.a. Merck, Njemacka
natrijev sulfat p.a. Kemika, Hrvatska

pentadekan standard Sigma-Aldrich, SAD
sumporna kiselina p.a. Kemika, Hrvatska

Cellulase enzyme blend

za upotrebu u biotehnologiji

Sigma-Aldrich, SAD

Viscozyme L

za upotrebu u biotehnologiji

Sigma-Aldrich, SAD
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3.1.3. Hranjive podloge

3.1.3.1. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma

Sastav hranjivih podloga za uzgoj inokuluma prikazan je u Tablici 3.3..

Tablica 3.3. Masene koncentracije sastojaka hranjive podloge za uzgoj inokuluma

Hranjiva podloga za uzgoj

kvasca Rhodotorula sp.

Hranjiva podloga za uzgoj traustohitrida

Schizochytrium sp.

Tvar Masena koncentracija (g/L)
Agar 10 10
Glukoza 20 40
Kva$cev ekstrakt 10 5
NaCl 25 25
Pepton 20 8

3.1.3.2. Hranjiva podloga za glavni uzgoj kvasca Rhodotorula sp.

Sastav hranjive podloge za glavni uzgoj kvasca prikazan je u tablici 3.4. Osim navedenoga,

podloga je sadrzavala amonijev sulfat kao izvor dusika u razli€itim masenim koncentracijama $to

je detaljno opisano u Poglavlju 3.2.1.

Tablica 3.4. Masene koncentracije sastojaka za pripremu hranjive podloge za glavni uzgoj kvasca
Rhodotorula sp., pH =6

Tvar Masena koncentracija (g/L)
NaCl 25
Glukoza 50
Kvascev ekstrakt 0,75
KH.PO, 2
MgSO,*7H20 1,5
Limunska kiselina 0,25
CaCl;*2H20 0,1
FeSO4*7H-0 0,035
ZnS0O4*7H0 0,022
MnSQO4*H.0 0,074
C02S04*7H.0 0,002 - CoCI*6H20
Na:MoO4*2H.0 0,0013
CuS0O4*5H0 0,001
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3.1.3.3. Hranjiva podloga za glavni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.

Sastav hranjive podloge za uzgoj traustohitrida prikazan je u Tablici 3.5. te je osim navedenoga
sadrzi mononatrijev glutamat (MSG) razliditih koncentracija, $to je detaljnije objasnjeno u

Poglavlju 3.2.1..

Tablica 3.5. Sastav hranjive podloge za uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp., pH =6,5

Komponente Masena koncentracija (g/L)
Glukoza 50
Kvascev ekstrakt 20
NaCl 25
MgSQO4*7H20 2
KH2PO, 1

3.1.3.4. Hranjiva podloga s morskom travom za uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i traustohitrida
Schizochytrium sp.

Koncentracija sastojaka hranjive podloge na bazi morske trave prikazana je u Tablici 3.6..
Pripremljene su otopine navedenih soli radi lakSeg dodavanja u predobradenu morsku travu

steriliziranu u autoklavu zajedno sa 100 mL citratnog pufera.

Tablica 3.6. Koncentracija sastojaka hranjive podloge na bazi morske trave

Hranjiva podloga za uzgoj kvasca Hranjiva podloga za uzgoj
Rhodotorula sp. traustohitrida Schizochytrium sp.
Sastojak Masena koncentracija (g/L)

Kvascéev ekstrakt 0,75 10
NaCl 25 25
MgSO4*7H20 1,5 2
KH2PO4 2 1

MSG - 54,7
(NH4)2S04 0,6 -
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3.1.4. KoriStena oprema i aparatura

3.1.4.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (eng. Ultra Performance
Liquid Chromatography - UPLC)

U istrazivanju je koriSten je uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (eng.
Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) 1290 Infinity Il, (Agilent Technologies, SAD).
Uredaj se sastoji od pumpe (G7104A), automatskog injektora (G7167B), termostata (G7116B),
analitiCke kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Rezex ROA-Organic Acid H+; Phenomenex, SAD)
s pretkolonom, detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID), modula za kontrolu sustava i

raéunalnog programa za obradu podataka (OpenLAB CDS).

3.1.4.2. Uredaj za plinsku kromatografiju (eng. Gas Chromatography Flame lonization Detector,
GC-FID)

Sastav masnih kiselina u ukupnim stani¢nim lipidima traustohitrida Schizochytrium sp. i kvasca
Rhodotorula sp. odreden je pomoc¢u uredaja za plinsku kromatografiju GC 2010 Plus AF
(Shimadzu, Japan). Sustav se sastoji od automatskog uzorkivaca (AOC-20s), injektora (AOC-20i),
termostatirane kapilarne kolone (Zebron ZBFAME Phenomenex, SAD), plameno-ionizacijskog

detektora (FID-2010 Plus) i raCunalnog programa za obradu podataka (GC Solutions v2.32).

3.1.4.3. Ostali uredaji
e analiticka vaga (Acculab, SAD; Sartorius, Njemacka)
e autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)
e boca plina s dusikom (Messer Croatia Plin, Hrvatska)
o centrifuga (ThermoFisher Scientific SL 8R, SAD; Witeg, Njemacka)
e hladnjak i zamrziva¢
o laboratorijska tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Sartorius Group, Njemacka)
o liofilizator (Christ Alpha 1-2 LD PLUS, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Njemacka)
e magnetna mijesalica (Cimarec i Poly, Thermo Scientific, SAD)
e mlinac za kavu (Gorenje, Slovenija)
e suSionik (Instrumentaria ST-50, Hrvatska)
¢ tehniCka vaga (Tehtnica, Slovenija)
o UV/Vis spektrofotometar (Cary 100 UV-Vis, Agilent Technologies, SAD)
e vodena kupelj (Sutjeska, Jugoslavija)

o vortex mikser (LLG-Labware, Njemacka)
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3.2. METODE

3.2.1. Optimizacija omjera ugljika i duSika (C:N) u hranjivoj podlozi

Uzgoj na hranjivim podlogama provodio se u svrhu odredivanja optimalnog omjera ugljika i dusika
za rast kvasca Rhodotorula sp. i traustohitrida Schizochytrium sp. Priprema inokuluma navedenih
mikroorganizama zapoceta je prenoSenjem Ciste kulture iz Petrijeve zdjelice na kosi agar u
epruveti koja je nakon nacjepljivanja inkubirana dva (kvasac), odnosno tjedan dana (traustonhitrid)
pri temperaturi od 26 °C. U epruvetu s naraslom kulturom dodano je cca. 5 mL sterilne teku¢e
hranjive podloge, biomasa s povrsine ¢vrste podloge je sastrugana pomocéu mikrobiolodke usice i
resuspendirana u tekuéoj podlozi, te je podloga za uzgoj inokuluma (tablica 3.3.) inokulirana
pripremljenom suspenzijom stanica. Radna kultura uzgajana je dva (kvasac) odnosno tjedan dana

(traustohitrid) pri temperaturi od 26 °C.

Podloga za uzgoj kvasca prikazana je u tablici 3.4. (poglavlje 3.1.3.2. Podloga za glavni uzgoj
kvasca Rhodotorula sp.). Istrazivan je u€inak omjera ugljika i dusika u hranjivoj podlozi na rast i
udio lipida u stani€noj biomasi radnih mikroorganizama. Omjer ugljika i duSika u hranjivoj podlozi
iznosio je 25, 50, 75, 100, 125 (g/g). Kao izvor duSika za uzgoj kvasca koristeni su kvascev
ekstrakt i amonijev sulfat. Kvascev ekstrakt proizvodac¢a BioLife sadrzi 10 % (g/g) ukupnog dusika
i njegova koncentracija u hranjivoj podlozi iznosila je 0,75 g/L, dok je masa amonijevog sulfata
bila promjenjiva i izraunata je s obzirom na odabrani omjer C i N. Pripremljenoj podlozi se pH

vrijednost podesavala na 6 pomoc¢u 0,1 M otopina natrijevog hidroksida i sumporne kiseline.

U tablici 3.5. (poglavlje 3.1.3.3. Podloga za glavni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.)
prikazana je podloga za uzgoj traustohitrida. Omjer ugljika i dusika u hranjivoj podlozi iznosio je
2,5; 3,75; 5; 7,5; 15 (g/g). Koncentracija izvora ugljika i kvaS€evog ekstrakta bila je nepromjenjiva
dok je koncentracija mononatrijevog glutamata izraCunata iz zadanog omjera ugljika i dusika
uzimajuci u obzir dusik dodan s kvascevim ekstraktom. Pripremljenoj podlozi se pH vrijednost

podedavala na 6,5 pomocu 0,1 M otopina natrijevog hidroksida i sumporne kiseline.

Pripremljene podloge su sterilizirane u autoklavu i nacijepliene s 10 % (v/v) inokuluma kvasca,
odnosno traustohitrida. Uzgoj se provodio na laboratorijskoj tresilici tijekom 7 dana pri ¢emu su
svaki dan uzimani uzorci. Uzorcima je izmjerena opti¢ka gustoca spektrofotometrijski. Deset
mililitara prevrele hranjive podloge dodano je u prethodno izvagane kivete koje su zatim
centrifugirane pri 3 500 rpm. Supernatant je izdvojen, a talog je ispran s 10 mL demineralizirane
vode te je jo§ jednom centrifugiran u svrhu ispiranja ostataka hranjive podloge. Biomasa je zatim

osusSena na 105 °C do konstante mase. OsuSeni ostatak izvagan je na analitiCkoj vagi te je
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izraCunata koncentracija suhe tvari biomase. Supernatant je zamrznut i kasnije koristen za
tekucinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC). Na samom kraju uzgoja, preostala
prevrela hranjiva podloga u tikvicama je centrifugirana, a izdvojena biomasa je pohranjena na -20
°C do analize. Nakon liofilizacije odreden je sastav masnih kiselina s pomoc¢u plinske

kromatografije i udio lipida ekstrakcijom pomocu organskih otapala.

3.2.2. Predobrada morske trave

Morska trava je preobradena sa sumpornom kiselinom pri povi§enoj temperaturi (Zugec, 2023).
Pripremljena je otopina 0,3 M sumporne kiseline te je 300 g morske trave usitnjeno Skarama na
komade veli€ine 1- 2 cm. Morskoj travi (m= 100 g) u Erlenmeyerovim tikvicama od 3 L dodano je
1500 mL sumporne kiseline (omjer tekuéine i Cvrste faze = 15:1 mL/g) te su sastojci dobro
izmijeSani. Otvor tikvice prekriven je parafimom te su tikvice ostavljene u inkubatoru na
temperaturi od 80 °C tijekom 24 h. Nakon 24 sata, morska trava je odvojena od tekuceg dijela
pomocu sita, a hidrolizat je spremljen u boce i pohranjen na -20 °C. Predobradena morska trava
je ispirana s deioniziranom vodom do neutralnog pH (pH = 7). Morska trava je potom ravnomijerno
rasporedena na metalni pladanj i stavljena u susionik na 50 °C. Nakon suSenja je usitnjena u

mlincu za kavu i potom enzimski hidrolizirana.

3.2.3. Enzimska predobrada morske trave

Nakon kiselinske predobrade morska trava je hidrolizirana dodatkom celulaza u koli¢ini od 15
FPU/gramu glukana i jednakog volumena Viscozyme-a (0,8 mL). Pripremljen je citratni pufer (50
mM) te je po 100 mL rasporedeno u Erlenmeyerove tikvice s dodanim magnetom i dodano je 5,
odnosno 10 % (g/mL) usitnjene kiselinski predobradene sirovine. Nakon sterilizacije u autoklavu,
u uzorke su dodani enzimi sterilizirani filtracijom kroz mikrobioloSki filter veli¢ine pora 0,2 um.
Tikvice su postavljene na magnetsku mijeSalicu te su inkubirane na 50 °C kroz 48 sati.
Hidrolizirana morska trava koriStena je za pripremu hranjive podloge za uzgoj radnih

mikroorganizama.

3.2.4. Uzgoj na morskoj travi

Hidroliziranoj morskoj travi dodane su hranjive tvari potrebne za uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i
traustohitrida Schizochytrium sp.. Koncentracija hranjivih tvari navedena je u Tablici 3.6. (poglavlje
3.1.3.4. Hranjiva podloga s morskom travom za uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i traustohitrida
Schizochytrium sp.). Koncentracija izvora duSika (amonijev sulfat za kvasce, odnosno
mononatrijev glutamat za traustohitride) u hranjivoj podlozi odabrana je na temelju prethodnog

uzgoja u kojem je optimiran omjer ugljika i dusika. Pojedini sastojci hranjive podloge pojedinacno
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su sterilizirani u autoklavu pri 121 °C 20 min. U tikvice s hidroliziranom morskom travom dodani
su pojedini sastojci podloge te su inokulirane s 10 % g/g kvasca Rhodotorula sp., odnosno
traustohitrida Schizochytrium sp.. Kulture su uzgajane na 26 °C, kvasac je uzgajan tijekom 7 dana,
dok je traustohitrid uzgajan tijekom 12 dana. Uzorci su izuzimani u kivete pri samom pocetku
uzgoja te prvi, drugi i sedmi dan za kvasac, a drugi, treci, Cetvrti, peti, osmi, deseti i dvanaesti dan
za traustohitride. Odredena je koncentracija suhe tvari gravimetrijski, a supernatant je pohranjen
na -20 °C i kasnije je u njemu odredena koncentracija Se¢era s pomoc¢u UPLC-a. Na samom kraju
uzgoja prevrela hranjiva podloga je centrifugirana. Izdvojeni talog je ispran s demineraliziranom
vodom i pohranjen na -20 °C do analize. Zaledena biomasa je liofilizirana i nakon toga je odreden

sastav masnih kiselina i udio lipida.

3.2.5. Analiticke metode

3.2.5.1. Gravimetrijska metoda analize

Gravimetrijska metoda koriStena je za odredivanje porasta koncentracije biomase tijekom uzgoja.
Nakon izuzimanja uzorka u prethodno odvagane kivete, one su centrifugirane tijekom 10 minuta
na 5000 rpm, supernatant je izdvojen, a talog jo$ jednom ispran deioniziranom vodom. Talog je
potom osus$en u susioniku na 105 °C do konstantne mase te nakon hladenja u eksikatoru izvagan.

Koncentracija biomase je potom izracunata prema izrazu:

m -m mg
Xuzorak = uzorak 0 =) [1]
Vuzorak L

pri Eemu je:

Muzorak — Masa uzorka u kiveti (mg)

Mo — masa prazne kivete (mg)

Vuzorak — VOlumen uzorka izuzetog iz tikvice za uzgoj

3.2.5.2. Spektrofotometrijska analiza

Spektrofotometrijska metoda koriStena je kao drugi nacin analize porasta biomase tijekom uzgoja.
Uzorak izuzet iz tikvice za uzgoj prenesen je u kvarcnu kivetu te postavljen u spektrofotometar
¢ija je valna duljina bila namjeStena na 600 nm. Ocitani rezultati su koriSteni za prikaz porasta
opti¢ke gustocCe u vremenu koja je proporcionalna porastu koncentracije biomase. Prema potrebi

napravljeni su decimalna razrijedena prevrele hranjive podloge prije mjerenja optiCke gustoce.
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3.2.5.3. Odredivanje udjela suhe tvari

Morska trava je usitnjena pomoc¢u Skara i mlinca za kavu te je na analitickoj vagi izvagana Petrijeva
zdjelica i potom 0,5 g morske trave. Uzorak je stavljen u susionik na 105°C i suSen do konsantne
mase. Nakon suSenja, uzorak je prenesen u eksikator na hladenje te ponovno izvagan na
analitickoj vagi. 1z dobivenih podataka je izraCunat udio suhe tvari uzorka morske trave prema

izrazu:

Mnakon susenja—MPetrijeva zdjelica +100 (%) [2]

Wsuha tvar =

Mprije susenja~MPetrijeva zdjelica

3.2.5.4. Odredivanje udjela lignina netopljivog u kiselini

Za odredivanje udjela lignina netopljivog u kiselini u morskoj travi prvo je odvagano 0,4 g morske
trave te je dodana u tikvicu s okruglim dnom. Zatim je dodano 4 mL 72 %-tne otopine sumporne
kiseline te je inkubirano sat vremena na 30 °C uz povremeno mijeSanje s pomocu staklenog
Stapi¢a. U smjesu je dodano 112 mL deionizirane vode te je smjesa kuhana 4 h uz povratno
hladilo. Nakon kuhanja, smjesa je profiltrirana kroz Blichnerov lijevak s filter papirom koji je
prethodno osusen na 105 °C i izvagan. Talog na filter papiru predstavlja lignin netopljiv u kiselini,
dok se lignin topljiv u kiselini nalazi u filtratu. Filtrat je spremljen za odredivanje lignina topljivog u
kiselini, a talog je ispran s kipuéom deioniziranom vodom do neutralnog pH (pH = 7). Filter papir
je zatim osusen u susioniku na 105 °C do konstantne mase. Nakon susenja i hladenja u eksikatoru

filter papir s talogom je izvgan te je izraCunat udio lignina netopljivog u kiselini prema jednadzbi:

_ Mosuseni talog na filter papiru™ Mosuseni filter papir 1 OO (%) [3]

Wlignin netopljiv u kiselini — m B et
UZoraxk morske trave

3.2.5.5. Odredivanje udjela lignina topljivog u kiselini

Udio lignina topljivog u kiselini odreden je u filtratu kiselinske hidrolize, mjerenjem apsorbancije
pri valnoj duljini 205 nm UV/Vis spektrofotometrom. Uzorak je prethodno razrijeden deioniziranom
vodom kako bi apsorbancija bila u podrucju od 0,7 do 1. Udio lignina topljivog u kiselini izradunat

je prema izrazu:

A*DxV [4]

Wiignin topljiv u kiselini — < *bem *100 (%)
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pri Eemu je:

A = apsorbancija uzorka pri 205 nm
D = faktor razrjedenja

V = volumen filtrata (L)
a=110gL" cm™ konstanta

b = Sirina kivete (1 cm)

m = masa uzorka (g).

3.2.5.6. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid
Chromatography - UPLC)
Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti koriStena je kao metoda identifikacije i

kvantifikacije ugljikohidrata tijekom uzgoja.

U supernatantima hranjivih podloga izdvojenih tijekom uzgoja provedeno je taloZenje proteina
cinkovim (lII) sulfatom. U 750 L supernatanta dodano je 750 uL 10 %-tne otopine cinkovog (II)
sulfata, sadrzaj je izmijeSan s pomoéu vibromiksera te je suspenzija ostavljena da se proteini
istaloZze 30 min. Nakon toga suspenzija je centrifugirana pri 10 000 rpm 10 minuta kako bi se
proteini izdvoijili, a progis¢eni supernatant dalje analizirao. Svi uzorci su profiltrirani kroz najlonski
filter veli€ine pora 0,2 um u vijale za UPLC analizu. Na kromatografsku kolonu injektirano je 10 pL
pojedinog uzorka. Kao mobilna faza koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Brzina
mobilne faze iznosila je 0,6 mL min-1, a temperatura pecnice 60 °C. Kromatogrami su analizirani
pomoc¢u racunalnog programa OpenLAB CDS. Koncentracija spoja izraCunata je pomocu
jednadzbi bazdarnih pravaca koje prikazuju ovisnost povrSine ispod krivulie pika (A) o

koncentraciji spoja (tablica 3.7.).

Tablica 3.7. Retencijska vremena i jednadzbe bazdarnih pravaca standarda potrebnih za analizu

Analit Retencuskq Jednadzba bazdarnog R2
vrijeme tr (min) pravca
Galakturonska kiselina 4,500 y = 131524x - 5644 0,9990
Glukoza 4,815 y = 140472x - 604,84 0,9999
Ksiloza 5,141 y =136223x + 89,598 1,0000
Limunska kiselina 4,175 y = 128049x - 6624,1 0,9998
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3.2.5.7 Odredivanje ukupnog udjela lipida

Ekstrakcija lipida iz biomase kvasca Rhodotorula sp. i traustohitrida Schizochytrium sp. provedena
je ekstrakcijom tekuée-tekuc¢e prema protokolu Schneitera i Dauma (2006). Liofilizirani uzorci
biomase usitnjeni su u tarioniku te je izvagano 50 mg u staklene kivete s ¢epom u koje je potom
dodano 1,2 mL 2 M klorovodi¢ne kiseline. Kivete su stavljene u vodenu kupelj na 10 minuta na
100 °C nakon ¢ega su ohladene u hladnoj vodi. U ohladene kivete dodano je 1,5 mL kloroforma i
3 mL metanola, sadrzaj je pomijeSan s pomocu vibromiksera i postavljen na laboratorijsku tresilicu
na 30 minuta. Zatim je dodano 1,5 mL kloroforma i 1,5 mL vode i ponovljeno je vorteksiranje i
postavljanje na tresilicu na 30 minuta. Kivete su zatim centrigufirane 5 minuta pri 1000 rpm nakon
Cega su vidljive razdvojene faze. Gornja faza predstavljala je vodenu fazu, a donja kloroformsku
fazu u kojoj su se nalazili lipidi ekstrahirani iz biomase. Donja faza izdvojena je iz kivete pomocu
Sprice i igle i prebacena u prethodno osudenu i izvaganu epruvetu. Epruvete s kloroformskom
fazom uparene su u struji dusika u svrhu hlapljenja kloroforma, pri €emu su u epruveti zaostali
samo lipidi. Epruvete su postavljene u susionik na 50 °C na sat vremena te izvagane na analiti¢koj
vagi. Udio lipida izracunat je pomoéu izraza:

mp—m;

Wiipida = — = * 100 (%) [5]

pri Cemu je:

m1 = masa prazne epruvete (g)
m, = masa epruvete s lipidima (g)
mu = masa pocetnog uzorka (g)

3.2.5.8. Odredivanje sastava masnih kiselina u biomasi i supstratu plinskom kromatografijom
(eng. Gas Chromatography Flame lonization Detector, GC-FID)

Za odredivanje sastava masnih kiselina potrebno je provesti transesterifikaciju masnih kiselina.
Provedena je prema NREL protokulu (National Renewable Energy Laboratory, SAD) prema kojem
je prvo bilo potrebno pripremiti otopine standarda. Standard metil tridekanoata (C13:0ME),
koncentracije 10 mg/mL, priprema se otapanjem 100 mg metil tridekanoata u 10 mL heksana.
Drugi standard — standard pentadekana prireden je otapanjemm 10 mg pentadekana u 10 mL

heksana. Pripremljene otopine standarda se Cuvaju u zamrzivacu pri -20 °C u staklenim vijalama.

U staklene vijale s Cepom odvagano je 20 mg liofilizirane usitnjene biomase radnih
mikroorganizama, odnosno 40 mg svjeze i predobradene morske trave. Odvaganim analitima se

doda 20 pL standarda metil tridekanoata, 200 uL otopine kloroform:metanol (2:1, v/v) i 300 pL 0,6
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M otopine HCI u metanolu. Nadalje je potrebno &vrsto zatvoriti vijale, vorteksirati te inkubirati u
vodenoj kupelji kroz sat vremena pri 85 °C. U ohladene uzorke se dodalo 1 mL heksana, uzorci
su ponovno vorteksirani te potom ostavljeni sat vremena na sobnoj temperaturi ne mijesajudi ih
da bi se faze razdvojile i razrijedile. Gornja faza je heksanska faza, u njoj su ekstrahirani esteri
masnih kiselina iz analita te se koriste za daljnju analizu. Odvaoijilo se 400 yL u vijalicu predvidenu
za plinski kromatograf i dodaje se 10 uL standarda pentadekana. Uzorci se potom analiziraju
plinskim kromatografom opremljenim masenim detektorom (FID). Identifikacija masnih kiselina u
uzorcima provedena je usporedbom vremena zadrzavanja sadrzanih metilnih estera s vr.emenima
zadrzavanja metilnih estera standardne smjese 37 masnih kiselina (FAM.E. C4 — C24)
analiziranih u istim uvjetima. Koncentracije metilnih estera masnih kiselina u uzorcima
normalizirane su prema koli¢ini standarda metil tridekanoata i izraZene kao maseni udio u suhoj

tvari biomase, odnosno sirovine:

y .
MEAME 13 norm — ﬁ* mc13 [6]
m
W = M*IOO(%) [7]

s.itv. Ms.tv.
pri ¢emu je:
MEAME p13 00, — MA@SA standarda C13:0ME (mg)
Yci— masena koncentracija metilnog estera masne kiseline (mg/L)
Yc13 — masena koncentracija standarda metil tridekanoata (C13) (mg/L)
mc13 — masa dodanog standarda metil tridekanoata (C13) (mg)
Weis.tv. — maseni udio metilnih estera masnih kiselina u suhoj tvari biomase (%)

Ms.t. — Masa suhe tvari biomase
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4. RASPRAVA | REZULTATI

U ovom radu istrazivani su optimalni omjeri ugljika i dusika (C:N) za uzgoj kvasca Rhodotorula sp.
i traustohitrida Schizochytrium sp. na otpadnoj morskoj travi u kojoj je po sastavu prevladavala
morska trava vrste Posidonia oceanica. Posidonija ima visok udio ugljikohidrata od kojih 31,39 %
¢ini celuloza, a 15,7 % hemiceluloza; te sadrzi lignin u udjelu od 29,3 %. Udjeli navedenih
komponenti mogu varirati s obzirom podrucje rasta, godiSnje doba, koncentraciju soli u moru i dr.
(Khiari i Belgacem, 2017). Optimalni omjeri izvora ugljika i duSika odredeni su tijekom uzgoja
navedenih mikroorganizama na hranjivim podlogama razli¢itih omjera C:N, nakon kojeg su
analizirani koncentracija biomase spektofotometrijskom i gravimetrijskom metodom; potroSnja
sastojaka podloge UPLC metodom; udjeli lipida nakon uzgoja ekstrakcijom te sastav masnih
kiselina plinskom kromatografijom. Prema dobivenim rezultatima odreden je optimalni omjer za
uzgoj kvasca i traustohitrida koji je nadalje koriSten pri uzgoju na otpadnoj morskoj travi. U svrhu
boljeg iskoristenja ugljikohidrata morsku travu se prije koridtenja za uzgoj mikroorganizama
kiselinski i enzimski predobradilo. Kiselinska hidroliza provodi se u svrhu delignifikacije i taloZenja
lignina te za poboljSanje razgradivosti polisaharida pomoc¢u otapanja hemiceluloze i povecéanja
povrsine na kojoj enzimi tiiekom enzimske hidrolize mogu razgradivati celulozu (Roy i sur., 2020).
Kiselinska hidroliza provedena je na usitnjenoj morskoj travi koristenjem 0,3 M sumporne kiseline,
a enzimska hidroliza s 15 FPU celulaza/g glukana i enzimskog preparata Viscozyme u volumnom
omjeru 1:1 (mL/mL). Predobradena morska trava koriStena je kao izvor ugljika za uzgoj kvasca
Rhodotorula sp. i traustohitrida Schizochytrium sp. te je nakon uzgoja UPLC analizom odredena

promjena koncentracije sastojaka hranjive podloge.

U poglavljima 4.1. (Optimizacija omjera izvora ugljika i duSika (C:N) u hranjivoj podlozi za uzgoj
kvasca Rhodotorula sp.), odnosno 4.2. (Optimizacija omjera izvora ugljika i duSika (C:N) u
hranjivoj podlozi za uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.) prikazani su rezultati uzgoja odredeni
gravimetrijskom, spektrofotometrijskom i UPLC metodom analize, kao i udjeli lipida i sastav
masnih kiselina. Poglavlje 4.3. (Predobrada morske trave) obuhvaca analizu neobradene morske
trave te analizu sastava nakon kiselinske i enzimske hidrolize. Poglavlja 4.4. (Uzgoj kvasca
Rhodotorula sp. na predobradenoj morskoj travi) i 4.5. (Uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. na
predobradenoj morskoj travi) prikazuju rezultate uzgoja navedenih mikroorganizama u obliku

promjene koncentracije sastojaka podloge odredenih UPLC metodom.

23



4.1. OPTIMIZACIJA OMJERA IZVORA UGLJIKA | DUSIKA (C:N) U HRANJIVOJ
PODLOZI ZA UZGOJ KVASCA Rhodotorula sp.

Podloga za glavni uzgoj kvasca Rhodotorula sp. prikazana je u tablici 3.3. (poglavlje 3.1.3.3.
Podloga za glavni uzgoj kvasca Rhodotorula sp.). Odabrano je pet razli€itih omjera ugljika i dusika
koje ispituju njihov optimalni omjer za proizvodnju lipida. Prema Jiru i suradnicima (2017), za
proizvodnju lipida omjer C:N bi trebao iznositi najmanje 20 g/g, te su tijekom istrazivanja biomasu
kvasca uzgajali na omjerima 40-160 g/g. Najvedéi prinosi lipida su postiglnuti pri uzgojima uz omjer
C:N od 120 i 140 g/g. Prema istrazivanju koje su proveli Lopes i suradnici (2020) najveéi prinos
lipida postignut je pri omjernu C:N = 100 g/g. Stoga, za istrazivanje su odabrani omijeri 25; 50; 75;
100; 125 g/g u svrhu ispitivanja rasta biomase i proizvedenih lipida pri ve¢im koncentracijama
dusika, kao i potvrdivanje boljeg rasta i prinosa lipida pri malim koncentracijama dusika. Kao izvori
dusika koristeni su kvadc¢ev ekstrakt i amonijev sulfat, odabrani prema istraZivanju Kot i suradnika
(2017) prikazanih u tablici 2.1. (poglavlje 2.2.1. Rhodotorula sp.).

Na slici 4.1. prikazani su rezultati sedmodnevnog uzgoja dobiveni gravimetrijskom (X [g/L]) i
spektrofotometrijskom (Asoo) analizom biomase te UPLC analizom potroSnje glukoze (yaic [g/L]).
Vidljivo je da su najveCe koncentracije biomase, kao i najve¢a potrosnja glukoze, postignuti
tijekom uzgoja u tikvicama s omjerima ugljika i dusika 75 i 100 g/g (slika 4.1.c) i d)). Vrijednosti su
takoder veoma sli¢ne, uzgojem pri omjeru C:N = 75 koncentracija biomase iznosila je 18,44 g/L,
a pri omjeru C:N = 100 je iznosila 18,73 g/L. Najniza koncentracija biomase postignuta je pri
omjeru C:N = 125 (slika 4.1.e)) te su stanice uSle u stacionarnu fazu nakon 96 sati uzgoja.
Medutim, glukoza se i nakon 96-og sata nastavila troSiti Sto ukazuje da je mikroorganizam usporio
rast i poCeo nakupljati lipide. Koncentracije biomase pri najnizim ispitivanim omjerima ugljika i
dusika 25i 50 g/g (slika 4.1.a) i b)) iznosile su izmedu 14 i 16 g/L te su nakon Cetvrtog dana uzgoja
postupno usle u stacionarnu fazu rasta. Usporedbom rezultata s istrazivanjem Jiru i suradnika
(2017) postignute su vece koncentracije biomase, prema rezultatima njihovog istrazivanja najveéa
koncentracija je postignuta pri C:N = 120 g/g te je iznosila 12,89 g/L. Blago povecéanje
koncentracije biomase moze se pripisati razli€itim parametrima uzgoja, iako je podloga jednakog
sastava. pH vrijednost tijekom navedenog istrazivanja iznosila je 5,5. Pri provedenom uzgoju pH
vrijednost podloge bila je 6; prema istrazivanju Zhang i suradnika (2019) blago kiselo podrucje
(pH = 5,0 — 6,0) davalo je najvece prinose lipida dok je neutralno podrucje pogodovalo rastu

biomase.
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Slika 4.1. Uzgoj kvasca Rhodotorula sp. pri razli€itim omjerima izvora ugljika i duSika a) C:N =
25 g/g; b) C:N =50 g/g; ¢) C:N =75 g/g; d) C:N =100 g/g; e) C:N = 125 g/g

4.1.1. Udio lipida postignut tijekom glavnog uzgoja

Provedenom ekstrakcijom lipida iz biomase prikupljeni su podatci potrebni za izraunavanje udjela
lipida (poglavlje 3.2.5.7 Odredivanje ukupnog udjela lipida). Rezultati su prikazani na slici 4.2..
Najvedi udio lipida postignut je pri uzgoju u tikvicama s omjerom C:N = 100 g/g te je iznosio 8,86
%. Takoder, pri omjerima od 75 i 125 postignuti su viSi udjeli kojima su se vrijednosti kretale izmedu
6 i 8 %. Time se moze potvrditi da iako su koncentracije biomase tijekom uzgoja pri C:N=125 g/g
bile najnize, udio lipida je bio visok §to znaci da takvi uvjeti pogoduju sintezi lipida. Pri niZim

omjerima, udjeli lipida su bili gotovo duplo manji te su im vrijednosti iznosile 2,41 % (C:N = 25) i
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4,10 % (C:N = 50). Istrazivanjem koje su proveli Jiru i suradnici (2017) postignuti su visi udjeli
lipida koji su iznosili do 42 %, medutim, trend opadanja i porasta udjela lipida s obzirom na omjer
C:N je jednak. To potvrduje da su nize pH vrijednosti pogodnije za sintezu lipida, dok su vise

vrijednosti povoljnije za rast biomase, kao §to je opisano u prethodnom poglavlju (poglavlje 4.1.).
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Slika 4.2. Udjeli lipida postignuti tijekom uzgoja kvasca Rhodotorula sp. na razli€itim omjerima
ugljika i dusika

4.1.2. Masne kiseline proizvedene tijekom glavnog uzgoja

Rezultati plinske kromatografije prikazani su u obliku udjela prevladavajuéih masnih kiselina na
slici 4.3.. Po profilu masnih kiselina, u ektraktu lipida prevladavaju palmitinska (C16:0), oleinska
(C18:1) i linolna (C18:2) masne kiseline, dok su u manjim udjelima prisutne miristinska (C14:0),
stearinska (C18:0) kao i ostale masne kiseline. U najve¢em udjelu je proizvedena oleinska masna
kiselina (oko 40 % ukupnih lipida), zatim palmitinska (oko 25 %) i linolna (oko 17 %) masna
kiselina, dok su ostale u manjim udjelima. Udjeli masnih kiselina iz ekstrakta lipida biomase koja
je uzgajana na razli¢itim omjerima ugljika i dusika ne mijenjaju se zna€ajno s promjenom tih uvjeta.
Prema istrazivanju Jiru i suradnika (2016) u sastavu masnih kiselina takoder prevladavaju oleinska
masna kiselina (53,82 %), palmitinska (18,63 %) i linolna (13,34 %) masna kiselina. Stearinska i
linolenska masna kiselina €ine po priblizno 5 % profila masnih kiselina dok miristinska nije
detektirana plinskim kromatografom. Znacajnije razlike u udjelima u odnosu na navedeno
istraZivanje, npr. priblizno 5 % veci udio palmitinske masne kiseline, odsustvo znacajnih udjela
linolenske, kao i prisustvo miristinske masne kiseline u profilu masnih kiselina mogu se pripisati

razli€itoj vrsti koriStenog radnog mikroorganizma roda Rhodotorula sp.
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Slika 4.3. Udio masnih kiselina u biomasi kvasca Rhodotorula sp.

4.2. OPTIMIZACIJA OMJERA 1ZVORA UGLJIKA | DUSIKA (C:N) U HRANJIVOJ
PODLOZI ZA UZGOJ TRAUSTOHITRIDA Schizochytrium sp.

Podloga koriStena za uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. prikazana je u Tablici 3.5. (poglavlje
3.1.3.3. Podloga za glavni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.). Kao izvor ugljika u navedeno;j
podlozi koriStena je glukoza, a kao izvor duSika mononatrijev glutamat u kombinaciji s kvas€evim
ekstraktom. Prema Jiang i suradnicima (2017), kombinacija dva navedena izvora du$ika donosila
je najvece prinose biomase i lipida u odnosu na ostale izvore kao $to je prikazano u tablici 2.2.
(poglavlje 2.2.2. Schizochytrium sp.). Odabir 5 razli€itih omjera ugljika i duSika odreden je prema
istrazivanju Chang i suradnika (2020) gdje su istrazivani prinosi lipida pri omjerima C:N = 15; 5;
3,75; 2,5 g/g. Najvedi prinos lipida postignut je kod omjera C:N =5 g/g te C:N = 3,75 g/g, stoga je
u ovom radu istrazen i omjer 7,5 g/g u svrhu pokrivanja jo$ jedne mogucnosti visokog prinosa
lipida.

Glavni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. provodio se 168 sati u podlogama s 5 razli€itih
omjera izvora ugljika i duSika. Na slici 4.4. prikazani su rezultati uzgoja dobiveni gravimetrijskom
(X [g/L]) i spektrofotometrijskom (Aeoo) analizom biomase te UPLC analizom potroSnje glukoze
(Yere [g/L]).
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Slika 4.4. Uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. pri razli¢itim omjerima izvora ugljika i duSika
(C:N) a) C:N=2,59/g; b) C:N=3,759g/g; ¢) C:N=5g/g; d) C:N=7,59g/g; e) C:N =15 g/g

Najveca koncentracija biomase od 12,85 g/L postignuta je u hranjivoj podlozi u kojoj je pocetni
omjer C:N = 3,75 g/g (slika 4.4.b) te hranjivoj podlozi s poCetnim omjerom C:N = 5 g/g (slika 4.4.b))
u kojoj je maksimalna koncentracija biomase na kraju uzgoja iznosila 10,625 g/L. Pri ostalim
omjerima C:N, koncentracija biomase iznosila je izmedu 7 i 9 g/L. Iz slike 4.4.d) koja prikazuje
omjer C:N = 7,5 g/g vidljivo je da se koncentracija biomase ne povecava znatno u odnosu na
najvisi i najnizi omjer ugljika i dusika. Koncentracija biomase na kraju uzgoja bila je znatno manja
u odnosu na koncentracije postignute u radu Jiang i suradnika (2017) koje su dostizale vrijednosti
od 55,83 g/L pri uzgoju na istim izvorima ugljika i duSika. To se moze pripisati druk¢ijim omjerima
izvora ugljika i dusSika i pH vrijednosti hranjive podloge. Ti parametri uzgoja temeljili su se na
istraZivanju Chang i suradnika (2020) te iako se radi o malim promjenama vrijednosti, one mogu

znacajno utjecati na uzgo;.
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Koncentracija glukoze se znatno mijenjala tijekom prva Cetiri dana uzgoja (96 sati) nakon ¢ega se
pri omjerima ugljika i dusSika 2,5 i 15 (slike 4.4.a) i 4.4.e)) glukoza prestala troSiti. Osim toga, na
istim slikama je vidljiva stagnacija u rastu biomase §to ukazuje na ulazak mikroorganizma u
stacionarnu fazu. Prema Chang i suradnicima (2020), visoki omjeri ugljika i dusika znacajno
inhibiraju rast stanica s obzirom na ekstremnu limitaciju dusikom koji se potrosi tiiekom prvog dana
uzgoja. S druge strane, niski omjeri izvora ugljika i dusika produljuju vrijeme prije nego sto se
dusik potrosi, §to dovodi do smanjenja koncentracije izvora ugljika i izvora energije prikupljenih
tijekom procesa glikolize i pentoza-fosfatnog puta. TroSenjem prevelike koli€ine energije za rast,

mikroorganizmi prijevremeno ulaze u stacionarnu fazu (Chang i sur., 2020).

4.2.1. Udio lipida postignut tijekom glavnog uzgoja
Udio lipida odreden je pomocu jednadZzbe [5] (poglavlje 3.2.5.7 Odredivanje ukupnog udjela lipida)

pomocu podataka prikupljenih ekstrakcijom lipida iz liofilizirane biomase izdvojene iz podloge
nakon zavrSetka uzgoja. Prema rezultatima prikazanim na slici 4.5. vidljivo je da je najveci udio
lipida postignut pri uzgoju u tikvicama s omjerom C:N = 3,75 g/g te iznosi 11,28 %. Sukladno
podacima o koncentraciji biomase, udjeli lipida pri ostalim C:N omjerima opadaju proporcionalno
s koncentacijama biomase (poglavlje 4.2.). Omijeri s preniskim (C:N = 15 g/g) i previsokim (C:N =
2,5 g/g) koncentracijama duSika imali su najmanje udjele lipida koje su se kretale izmedu 5i 6 %,
a pri omjerima 5 i 7,5 g/g proizvelo se 8,14, odnosno 6,61 % lipida u biomasi traustohitrida. Pri
previsokim omjerima ugljika i dusika, npr. C:N = 15 g/g, stanice tijekom uzoja prebrzo potrose
dusik i ekstremne limitacije duSikom ne potiCu sintezu lipida, vec¢ inhibiraju rast stanica i time
negativno utje€u na prinose lipida. Smanjenjem omjera ugljika i duSika se sinteza lipida znacajno
povecava, dok prevelikim smanjenem omjera moze doci do potroSnje izvora ugljika i energije zbog
produljenja vremenskog intervala potrebnog da se sav dusSik potrosi (C:N = 2,5 g/g). Takvo stanje
takoder negativno utjeCe na prinose lipida (Chang i sur., 2020). Prema istrazivanju Jiang i
suradnika (2017), udio lipida za koriStene izvore ugljika i duSika dolazi do vrijednosti od 34,97 %.
Do razlike je moglo doci zbog razli¢itih parametara uzgoja, kao sto je objasnjeno u prethodnom
poglavlju, te zbog koriStene razliCite metode ekstrakcije i razliCite koriStene opreme koja moze

utjecati na rezultate.
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Slika 4.5. Udjeli lipida postignuti tijekom uzgoja traustohitrida Schizochytrium sp. na razli€itim
omjerima ugljika i duSika

4.1.2. Masne kiseline proizvedene tijekom glavnog uzgoja

Rezultati plinske kromatografije prikazani su u obliku udjela prevladavajuéih masnih kiselina na
slici 4.6.. Udjeli pojedinih masnih kiselina nisu se znac¢ajno mijenjali izmedu pojedinih omjera
ugliika i duSika, ve¢ variraju oko jednakih vrijednosti. U najve¢im udjelima prisutne su
dokozaheksaenska (C22:6), palmitinska (C16:0) i miristinska (C14:0) masna kiselina. U manjim
udjelima prisutne su oleinska (C18:1) i dokozapentaenska (C22:5) masna kiselina koje zajedno
¢ine oko 10 % profila masnih kiselina. U sastavu ekstrakta prevladavaju dokozaheksaenska (oko

35 % ukupnih lipida) te palmitinska (oko 24 % ukupnih lipida) masna kiselina.

Prema istrazivanju Ren i suradnika (2009) analizom ekstrahiranih lipida plinskom kromatografijom
iz traustohitrida Schizochytrium sp. dobiveni su rezultati koji pokazuju da 90 % ukupnih lipida €ine
miristinska, palmitinska, dokozapentaenska i dokozaheksaenska masna kiselina. Miristinska
masna kiselina Cinila je 15 — 20 % ukupnih lipida, stearinska 20 — 30 %, dokozapentaenska oko
20 % te dokozaheksaenska 25 — 40 %. Rezultati provedene analize pokazuju sli¢an profil masnih
kiselina kao u navedenom istraZivanju, s najvec¢om razlikom u udjelu dokozapentaenske masne
kiseline. Takoder, u istrazivanju Ren i suradnika (2009) oleinska kiselina pojavljivala se u manjim
udjelima, dok su analizom dobiveni udjeli u vrijednosti od oko 4 %. Moguce je da su koriStene
razliCite vrste traustohitrida roda Schizochytrium koje proizvode vece udjele dokozapentaenske,

odnosno manje udjele oleinske masne kiseline.
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Slika 4.6. SadrZaj masnih kiselina u ekstraktu biomase Schizochytrium sp. te njihovi udjeli (%)
4.3. PREDOBRADA MORSKE TRAVE

4.3.1. Sastav morske trave

Morskoj travi Posidonia oceanica se prije predobrade odredio sastav. Sastav je analiziran
odredivanjem udjela suhe tvari, odredivanjem udjela lignina topljivog i netopljivog u kiselini,
ekstrakcijom lipida te UPLC analizom. UPLC analizom te obradom podataka izraCunate su
koncentracije monosaharida glukoze, ksiloze i arabinoze i pomoc¢u korekcijskog faktora (0,88 za
pentoze i 0,9 za heksoze) preraCunate u koncentracije, odnosno udjele polisaharida glukana,

ksilana i arabinana. Rezultati navedenih analiza prikazani su na slici 4.7.
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Slika 4.7. Prikaz sastava neobradene morske trave Posidonia oceanica u obliku udjela
ugljikohidrata, vlage, lipida te udjelima lignina topljivog (LTK) i lignina netopljivog (LNTK) u
kiselini
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Prema rezultatima prikazanim na slici 4.7. vidljivo je da vecinu sastava morske trave Cine
polisaharidi glukan, ksilan i arabinan (oko 30 %). Ti polisaharidi su sastavnice lanaca celuloze i
hemiceluloze koji su uz lignin glavne komponente svih lignoceluloznih sirovina. Prema literaturi,
celuloza ¢€ini 31 — 40 %, a hemiceluloza 21 - 35 % ukupnog sastava morske trave P.oceanica
(Camarena-Bonorad i sur., 2024). Prema Benito-Gonzalez i suradnicima (2019), sastav suhe tvari
Cine galaktoza (27 %), glukoza (18 %), arabinoza (21 %), ksiloza (17 %), ramnoza (5 %), fukoza
(5 %), manoza (5 %) i galakturonska kiselina (8 %). Udio galakturonske kiseline je ve¢i u odnosu
na dobivenu vrijednost (3,04 %). Razlika u udjelu galakturonske kiseline, kao i ostalih sastavnica
P.oceanica moze se pripisati razliCitim lokacijama rasta, klimatskim uvjetima kao $to su
temperatura mora, sadrzaj morske vode, uzburkanost mora; o godiSnjem dobu koje utjeCe na
udjele pojedninih spojeva u morskoj travi (Ismael i sur., 2023). Udio lignina analiziran je kao dvije
komponente — lignin topljiv u kiselini (LTK) i lignin netopljiv u kiselini (LNTK). Udio lignina topljivog
u kiselini iznosi 1,71 %, dok udio lignina netopljivog u kiselini iznosi 21,39 % sastava P. oceanica,
te zajedno &ine oko 23 % ukupnog sastava. Udio je u skladu s literaturom; Ismael i suradnici
(2023) navode da lignin €ini 20 — 30 % ukupnog sastava, a Voca i suradnici (2019) navode da
udio lignina iznosi oko 27 % ovisno o udjelu vlage u sirovini. Udio vlage dobivene suSenjem svjeze
sirovine iznosio je 10,94 % koji je tedko usporediti s literaturom, s obzirom da ovisi o nainu i
vremenu skladistenja sirovine. Udio lipida iznosio je 4,34 % koiji je viSi u odnosu na istrazivanje
Masri i suradnika (2018) koji je iznosio 2,3 % $to moze biti uzrokovano koriStenjem razlicitih

metoda ekstrakcije lipida, kao i analiza razli€itih uzoraka morske trave.

Osim analiziranih tvari, morska trava P. oceanica sadrzi i 5,1 % proteina; 11,8 % pepela Ciji sastav
¢ine kemijski elementi kao magnezij (12,7 %), kalij (14,1 %), fosfor (2,6 %) i aluminij (1 %) u
uzorcima izoliranim iz Sredozemnog mora (Masri i sur., 2018). U uzorcima izoliranima iz
Jadranskog mora, udio pepela je jako visok te €ini 16-36 % sastava morske trave (Voca i sur.,
2019).

4.3.2. Kiselinski predtretman morske trave

Predobrada lignocelulozne sirovine kiselinskom hidrolizom provodi se u svrhu delignifikacije i
talozenja lignina te za poboljSanje razgradivosti polisaharida pomocu otapanja hemiceluloze i
povecanja povrsine na kojoj enzimi tijekom enzimske hidrolize mogu razgradivati celulozu (Roy i
sur., 2020). Koristena je 0,3 M sumporna kiselina te se predtretman vrSio u inkubatoru na
temperaturi od 80 °C. Nakon predtretmana, sastav kiselinski predobradene morske trave P.
oceanica analiziran je mjerenjem udjela lignina topljivog u kiselini i lignina netopljivog u kiselini te

je UPLC analizom odreden sadrzaj ugljikohidrata. Rezultati su prikazani na slici 4.8..
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Slika 4.8. Prikaz sastava kiselinski hidrolizirane morske trave Posidonia oceanica u obliku udjela
ugljikohidrata, lignina topljivog (LTK) i lignina netopljivog (LNTK) u kiselini

Prema prikazanim rezultatima i usporedbom s rezultatima sadrzaja neobradene morske trave
(slika 4.7.) vidljivo je da je udio glukana porastao na vrijednost od 34,87 %, te su se udjeli
arabinana i ksilana smanijili na vrijednosti od 1,22 % i 6,11%. Do smanjenja udjela doslo je zbog
utjecaja topline tijekom predtretmana na strukturu lignocelulozne sirovine. Sloj lignina koji
omotava vlakno hemiceluloze oslabljen je toplinom i time je sumpornoj kiselini omoguéeno
razbijanje strukture hemiceluloze, odnosno rastavljanje lanca ksilana na ksilozu te arabinana na
arabinozu. Produljenjem procesa kiselinskog predtretmana, poviSenjem temperature procesa ili
koriStenjem kiseline vec¢e koncentracije smanjenje udjela navedenih polisaharida bilo bi izrazenije
(Oladzad i sur., 2024). Udio lignina topljivog u kiselini smanjen je za oko 0,2 % u odnosu na svjezu
sirovinu, dok se udio lignina netopljivog u kiselini povecao za oko 10 %. U ligninu topljivom u
kiselini pucaju aril-eterske veze utjecajem sumporne kiseline ¢ime se dio lignina razgraduje
(Oladzad i sur., 2024).

Lignin zaostao nakon kiselinske hidrolize moze znacajno utjecati na aktivhost enzima u procesu
enzimske hidrolize. U prisutnosti lignina tijekom enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine
moguca je adsorbcija enzima na lignin. Zbog toga se enzimi taloze tijekom procesa zajedno s
ligninom te ih nije moguce odvojiti i time je onemoguéena ponovna upotreba enzima. Osim toga,

derivati lignina koji nastaju tijekom predtretmana inhibiraju rad enzima (Yuan i sur., 2021).
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4.3.3. Enzimska hidroliza morske trave

Enzimska hidroliza provedena je nakon kiselinskog predtretmana u svrhu razgradnje celuloze na
manje saharidne jedinice, odnosno glukozu. U procesu enzimske hidrolize koriSteni su enzimi
celulaze i Viscozyme. Celulaze su skupina enzima svrstane u tri kategorije — endocelulaze,
egzocelulaze i celobiaze. Skupina enzima ima razliite uloge u razgradnji celuloze te ju
sinergisticki prevodi u glukozu. Endoglukanaze reduciraju lanac celuloze na manje lance
hidrolizom glikozidnih veza celuloze amorfne strukture. Egzoglukanaze razgraduju reducirajuce i
nereduciraju¢e krajeve lanca celuloze i tijekom tog procesa nastaju celobioze koje enzimi
celobiaze razgraduju na molekule glukoze (Singh i sur., 2021). Viscozyme je skupina enzima koja
ukljucuje arabinaze, celulaze, p-glukanaze, hemicelulaze i ksilanaze. Enzimi efektivno i precizno
razdvajaju B-1,4-glikozidne veze u lancima celuloze. Za razliku od celulaza, Visozyme moze
razgradivati lance hemiceluloze na ksilozu i arabinozu (Jiang i sur., 2024). Koristenjem
kombinacije dva navedena enzima omogucuje se razgradnja celuloze i nerazgradene
hemiceluloze u predobradenoj morskoj travi. Nacin provodenja procesa enzimske hidrolize opisan
je u poglavlju 3.2.3. Enzimska predobrada. Nakon 48 sati hidrolize UPLC analizom je utvrden
sastav hidrolizirane sirovine. Rezultati su prikazani u tablici 4.1. kao koncentracije pojedinih
komponentiu 5i 10 % (g/mL) sirovine.

Tablica 4.1. Rezultati UPLC analize hidrolizata morske trave Posidonia oceanica nakon enzimske
hidrolize

tvar (g/L) 5 % sirovine 10 % sirovine
glukoza 7,2529 16,1669
ksiloza 1,2849 2,5333
galakturonska kiselina 1,9085 3,1483
limunska kiselina 5,1221 4,8455

U tablici je vidljivo da je koncentracija glukoze, ksiloze i galakturonske kiseline gotovo dvostruko
vece vrijednosti pri hidrolizi 10 % (g/mL) sirovine u citrathom puferu, u odnosu na 5 % iste. Takvi
rezultati su smisleni s obzirom da je u citratni pufer dodana dvostruko veca koli¢ina morske trave
u tikvice s 10 % sirovine. UPLC analizom arabinoza nije detektirana. To je moguce jer je tijekom
kiselinskog predtretmana najviSe razgradena hemiceluloza, dok je cilj enzimske hidrolize bio
razgradnja lanaca celuloze u glukozu (Normark i sur., 2014). Zbog dodatka Viscozyme-a koji
sadrzi ksilanaze i arabinaze omogucena je razgradnja dijela prisutnog ksilana i arabinana. S
obzirom na maniji udio arabinana nakon kiselinskog predtretmana (1,22 %), koncentracija nastale

arabinoze bila je premala za detekciju kromatografskom analizom. Takoder, koncentracija
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limunske kiseline se ne mijenja znatno s obzirom na promjenu mase dodane sirovine jer je

koncentracija bila jednaka u oba slu¢aja.

4.4. UZGOJ KVASCA Rhodotorula sp. NA PREDOBRADENOJ MORSKOJ TRAVI

Uzgoj kvasca Rhodotorula sp. na morskoj travi Posidonia oceanica provodio se tijekom 168 sati
(7 dana). Inokulum kvasca nacijepljen je u tikvice nakon enzimske hidrolize 10 % (g/mL) kiselinski
predobradene morske trave u citrathom puferu zajedno s anorganskim tvarima koje su sadrzavale
kompleksni izvor duSika, i nutrijente potrebne za rast kvasca. Izvor duSika u hranjivoj podlozi bio
je kvascev ekstrakt i amonijev sulfat. PoCetan omjer izvora ugljika i duSika iznosio je 100 g/g.
Odabrani omjer temelji se na rezultatima prethodnog uzgoja Rhodotorula sp. pri kojem je postignut
najvedi rast biomase i prinos lipida. Sastav hranjive podloge prikazan je u tablici 3.4. (poglavlje
3.1.3.4. Hranjiva podloga s morskom travom za uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i traustohitrida
Schizochytrium sp.). Uzorci su izuzimani tijekom uzgoja, ali u njima nije bilo moguée odrediti
koncentraciju biomase spektrofotometrijski i gravimetrijski zbog ostatka nehidrolizirane morske
trave. Stoga, je u supernatantima prevrele hranjive podloge odredena promjena koncentracija
glukoze, ksiloze, galakturonske i limunske kiseline UPLC metodom. Rezultati analize prikazani su

na slici 4.9..
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Slika 4.9. Prikaz promjene koncentracije glukoze, ksiloze, limunske i galakturonske kiseline
tijekom 168 sati uzgoja kvasca Rhodotorula sp. na hidroliziranoj morskoj travipoCetnog udjela 10
% (g/mL)

Prema rezultatima prikazanima u tablici, vidljiv je pad koncentracije glukoze od pocetnih 16,1669
g/L do vrijednosti od 2,1048 g/L. To ukazuje da je kvasac kao supstrat koristio glukozu te da je

nakon 7 dana uzgoja gotovo sva glukoza potroSena. Istrazivani soj kvasca nije troSio ksliozu i
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galakturonsku kiselinu, te je njihova koncentracija bila tijekom uzgoja nepromijenjena. Prema Xue
i suradnicima (2024), kvasac Rhodotorula toruloides kao supstrate koristi i glukozu i ksilozu, bez
obzira na njihov omjer. S druge strane, prema istrazivanju Byrtusova i suradnika (2021), kvasac
vrste Rhodotorula kratochvilovae kao supstrat preferira glukozu, te nakon glukoze trosi manozu,
glicerol, ksilozu i laktozu tim redoslijedom, s obzirom na supstrate koji su na raspolaganju. U ovoj
analizi nije poznata vrsta koristenog kvasca roda Rhodotorula sp., tako da se moze pretpostaviti
da se radi o vrsti kvasca Rhodotorula koji nema sposobnost rasta na kslilozi i galakturonskoj
kiselini.

4.4.1. Udio ekstrahiranih lipida i profii masnih kiselina proizvedenih tijekom uzgoja na

predobradenoj morskoj travi

Provedenom ekstrakcijom lipida opisanom u poglavlju 3.2.5.7 Odredivanje ukupnog udjela lipida,
udio lipida u liofiliziranom talogu koji je sadrZzavao nehidroliziranu morsku travu i biomasu kvasca
Rhodotorula sp. izdvojenom nakon zavrdetka uzgoja iznosio je 7,34 £ 0,455 %. IzraCunati broj
prikazan je kao prosje¢na vrijednost ukupnih lipida tri paralelna uzgoja, a masa izdvojenih taloga
nehidrolizirane morske trave i biomase kvasca nakon liofilizacije iznosila je 12,582 + 0,617 g.
Provodenjem glavnog uzgoja kvasca na omjeru izvora ugljika i dusika koji je odabran za uzgoj na
morskoj travi (C:N = 100 g/g) izraCunati udio ekstrahiranih lipida iznosio je 8,86 %. Udio je bio
nesto vedi, $to se moze objasniti promjenom sadrZaja hranjive podloge te je moguée da je rast i
proizvodnja lipida bila inhibirana produktima kiselinske predobrade morske trave Posidonia
oceanica. Prema istrazivanju Robles-Iglesias i sur. (2023) kvasci roda Rhodotorula sp. pokazuju
viSu inhibiciju tvarima nastalim tijjekom predtretmana, kao npr. furfuralima i hidroksimetil
furfuralima, u odnosu na mnoge druge oleaginozne kvasce. Sastav masnih kiselina u liofiliziranom
talogu nehidrolizirane morske trave i biomase kvasca izdvojenom nakon uzgoja odreden je

plinskom kromatografijom te su rezultati prikazani na slici 4.10.
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4.10. Udio pojedinih masnih kiselina u ekstraktu lipida kvasca Rhodotorula sp.

C14:0 — miristinska masna kiselina; C16:0 — palmitinska masna kiselina; C18:0 — stearinska masna
kiselina; C18:1 — oleinska masna kiselina; C18:2 — linolna masna kiselina

Prema rezultatima prikazanim na slici 4.10. vidljivo je da oleinska masna kiselina (C18:1)
prevladava u sastavu masnih kiselina s udjelom 46,70 %, Sto je u skladu s rezultatima glavnog
uzgoja gdje je udio iznosio izmedu 38 i 42 %. Po udjelima je, za razliku od glavnhog uzgoja, druga
najzastupljenija masna kiselina linolna (C18:2) s udjelom 20,61 %, a treca palmitinska s udjelom
16,94 %. Znagajnog udijela bila je joS stearinska masna kiselina (C18:0) Ciji udjel je u skladu s
glavnim uzgojem te iznosi 5,38 %. Miristinska masna kiselina (C14:0) koje je u profilu masnih
kiselina tijekom glavnog uzgoja bilo u udjelu 1 — 3 %, tijekom uzgoja na morskoj travi proizvedeno
svega 0,3 %. Prema istrazivanju Mast i suradnika (2014), tijekom uzgoja kvasca Rhodotorula
glutinis na miskantusu, najzastupljenija masna kiselina bila je oleinska, zatim palmitinska i linolna,
te u manjim udjelima stearinska i linolenska masna kiselina, dok miristinska masna kiselina nije

bila oznacena kao masna kiselina znac¢ajnog udjela u ekstraktu lipida.

4.5. UZGOJ TRAUSTOHITRIDA Schizochytrium sp. NA PREDOBRADENOJ
MORSKOJ TRAVI

Traustohitrid Schizochytrium sp. uzgajan je na podlozi koja je sadrzavala citratni pufer, 5 % (g/mL)
hidrolizirane morske trave Posidonia oceanica te kombinaciju anorganskih tvari koje su
sadrzavale nutrijente potrebne za rast navedenog mikroorganizma i kompleksan izvor dusika. Kao
izvor duSika koriteni su kvas€ev ekstrakt i mononatrijev glutamat uz pocetni omjer izvora ugljika
i duSika 3,75 g/g. Pri tom omjeru se tijekom prethodnog uzgoja pokazao najveéi prinos lipida i
porast koncentracije biomase. Soli dodane u podlogu za uzgoj traustohitrida prikazane su u tablici

3.4. (poglavlje 3.1.3.4. Hranjiva podloga s morskom travom za uzgoj kvasca Rhodotorula sp. i
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traustohitrida Schizochytrium sp.). Uzgoj se provodio u dvije tikvice, od kojih je u jednoj trajao 7
dana (168 h), a u drugoj 12 dana (288 h) na tresilici na temperaturi od 26 °C. lzuzimani uzorci
analizirani su UPLC metodom u svrhu praéenja potroSnje ugljikohidrata tijekom uzgoja, a
koncentracija biomase nije analizirana iz istih razloga kao i pri uzgoju kvasca Rhodotorula sp.
(poglavlje 4.4. Uzgoj kvasca Rhodotorula sp. na predobradenoj morskoj travi). Rezultati analize
prikazani su na slici 4.11. iz kojih se moze iScitati da je traustohitrid za rast koristio glukozu €ija je
koncentracija pala s po¢etnih 7,2529 g/L na vrijednost od 2,0577 g/L. Vidljivo je da se tijekom prvih
4 dana uzgoja koncentracija glukoze nije troSila, vec je tijekom treéeg i Cetvrtog (72 i 96 h) dana
blago porasla. Do porasta koncentracije moglo je do¢i zbog enzimske hidrolize lignocelulozne
sirovine s celulazama prisutnim u podlozi. Nakon Cetvrtog dana, kada se mikroorganizam
adaptirao na hranjivu podlogu, koncentracija glukoze naglo je opadala, te je pri kraju uzgoja (240
i 288 h) potroSnja glukoze stagnirala. Vrijeme uzgoja je produljeno zbog sporijeg rasta
traustohitrida Schizochytrium sp. te uzimajuci u obzir adaptaciju mikroorganizma na hranjivu

podlogu za glavni uzgoj.
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Slika 4.11. Prikaz promjene koncentracije glukoze, ksiloze, limunske i galakturonske kiseline
tijekom 168 sati uzgoja traustohitrida Schizochytrium sp. na hidroliziranoj morskoj travi

Za razliku od glukoze, za ostale analizirane spojeve nije primje¢ena znafajna promjena
koncentracije, §to znadi da je od navedenih ugljikohidrata traustohitrid Schizochytrium sp. kao
izvor ugljika jedino koristio glukozu. Takvi rezultati su u skladu s literaturom; prema istraZivanju
Wang i suradnika (2022), Schizochytrium sp. ne mozZe Koristiti ksilozu kao izvor ugljika, iako
posjeduje endogene enzime ksiloza reduktazu i ksiloza kinazu pomocu kojih metaboli¢kim

putevima moze sintetizirati ksilozu.
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4.5.1. Udio ekstrahiranih lipida i profii masnih kiselina proizvedenih tijekom uzgoja na

predobradenoj morskoj travi

Lipidi su ekstrahirani iz liofiliziranog taloga izdvojenog nakon zavrSetka uzgoja koji je sadrZzavao
nehidroliziranu morsku travu i biomasu traustohitrida Schizochytrium sp. metodom opisanom u
poglavlju 3.2.5.7 Odredivanje ukupnog udjela lipida. IzraCunati udio lipida u talogu iz tikvice u kojoj
je uzgoj trajao 7 dana (168 h) udio lipida iznosio je 11,09 % od ukupnih 7,31 g liofiliziranog taloga,
a u talogu iz tikvice u kojoj je uzgoj trajao 12 dana (288 h) udio lipida je iznosio 13,22 % u 7,48 g
taloga. 1z rezultata je vidljivo da se tijekom posljednjih 5 dana uzgoja sintetiziralo vise od 2 %
ukupno sintetiziranih lipida Sto bi znaCilo da je dulji uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.
potreban za bolje prinose lipida. Navedena vrijednost ukupnih lipida sintetiziranih tijekom 7 dana
uzgoja manja je u odnosu na 11,28 % ekstrahiranih lipida iz biomase traustohitrida nakon glavnog
uzgoja pri istom omjeru ugljika od dusika (C:N = 3,75 g/g), dok je vrijednost viSa za uzgoj koiji je
trajao 12 dana. Razlog blagom povecanju udjela lipida moze biti produljeno vrijeme uzgoja sa 168
h na 288 h i pogodniji sastav podloge za uzgoj na predobradenoj morskoj travi. Sadrzaj lipida
ekstrahiranih iz traustohitrida analiziran je plinskom kromatografijom te je prikazan na slici 4.12.
na kojoj se moze vidjeti da je sadrzaj lipida i njihovi udjeli veoma sli€an onima proizvedenim

tijlekom glavnog uzgoja.
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4.12. Udio pojedinih masnih kiselina u ekstraktu lipida traustohitrida Schizochytrium sp.

C14.0 — miristinska masna kiselina; C16:0 — palmitinska masna kiselina; C18:1 — oleinska masna kiselina;
C22:5 — dokozapentaenska masna kiselina; C22:6 dokozaheksaenska masna kiselina

39



Najzastupljenija masna Kkiselina u sastavu lipida traustohitrida Schizochytrium sp. je
dokozaheksaenska masna kiselina (C22:6) s udjelom od 37,91 % koja je bila najzastupljenija
tijekom glavnog uzgoja s udjelima od 35 — 38 %. Druga i tre¢a masna kiselina takoder su bile
sukladne s rezultatima glavnog uzgoja, a to su palmitinska (C16:0) i miristinska masna kiselina
(C14:0). Od ostalih masnih kiselina, zastupljene su jo$ i oleinska (C18:1) i dokozapentaenska
(C22:5) masna kiselina koje su bile u udjelima od wcig:1 = 2,88 % i Wca2s = 5,13 %. Rezultati se
djelomiéno slazu s onima istrazivanja Nguyen i suradnika (2018) prema koje je najzastupljenija
masna kiselina takoder dokozaheksaenska udjela 27,30 %, potom palmitinska udjela 24,29 %.
Medutim, treca najzastupljenija je dokozapentaenska s udjelom od 13,07 %, dok su miristinska i
oleinska prisutne u udjelima manjim od 10 %. Do razlika u omjerima razli¢itih masnih kiselina
moglo je doc¢i zbog razli€ite vrste traustohitrida Schizochytrium sp. ili zbog razlike u koriStenoj
lignoceluloznoj sirovini i predtretmanu s obzirom da je u navedenom istraZivanju koristena bagaza

Secerne trske predobradena natrijevim hidroksidom.
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5. ZAKLJUCAK

1. Optimalan omjer izvora ugljika i dusika u hranivoj podlozi za rast kvasca Rhodotorula sp 100
g/g. Uzgojem pri navedenom C:N omjeru mikrooganizam je nakupio 8,86 % lipida, a koncentracija

biomase na kraju uzgoja iznosila 18,73 g/L.

2. Najzastupljenije masne kiseline u biomasi kvasca Rhodotorula sp. su palmitinska (C16:0),

oleinska (C18:1) i linolna (C18:2) masna kiselina.

3. Optimalan omijer izvora ugljika i dusika u hranivoj podlozi za rast traustohitrida Schizochytrium
sp. na bio je 3,75 g/g. Uzgojem pri navedenom C:N omjeru u biomasi je nakupljeno 11,28 % lipida

te je koncentracija biomase na kraju uzgoja iznosila 12,85 g/L.

4. Najzastupljenije masne kiseline u biomasi traustohitrida Schizochytrium sp. su
dokozaheksaenska (DHA; C22:6), palmitinska (C16:0) i miristinska (C14:0) masna kiselina.

5. Otpadna morska trava sadrzavala je 22,98 % glukana, 7,58 % ksilana, 4,62 % arabinana, 3,04
% galakturonske kiseline, 1,71 % lignina topljivog u kiselini, 21,39 % lignina netopljivog u kiselini
te 4,94 % ekstraktivnih tvari.

6. Kiselinskom predobradom s 0,3 M sumpornom kiselinom u morskoj travi je porastao udio
glukana (34,87 %), ksilana (6,11 %) i lignina netopljivog u kiselini (32,68 %), dok se smanijio udio
arabinana (1,22 %) i lignina topljivog u kiselini (1,57 %).

7. Tijekom uzgoja na hidroliziranoj morskoj travi po€etnog udjela 10 % (g/mL) kvasac Rhodotorula
sp. za rast je koristio isklju€ivo glukozu te je proizvedeno 7,34 % lipida u izdvojenom talogu
biomase i nehidrolizirane morske trave mase 12,582 g, od kojih su najzastupljenije masne kiseline

bile oleinska (C18:1) i palmitinska (C16:0) masna kiselina.

8. Tijekom uzgoja traustohitrida Schizochytrium sp. na hidroliziranoj morskoj travi poetnog udjela
5 % (g/mL) za rast je koriStena isklju€ivo glukoza. Proizvedeno je 11,09 % lipida u talogu biomase
i nehidrolizirane morske trave mase 7,31 g izdvojenom nakon 7 dana (168 h) uzgoja, odnosno
13,22 % lipida u talogu biomase traustohitrida i nehidrolizirane morske trave mase 7,48 g. U talogu
su najzastupljenije masne kiseline bile dokozaheksaenska (C22:6) i palmitinska (C16:0) masna

kiselina.
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