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1. UvVOD

Vodedi problemi modernog doba uklju€uju prekomjernu urbanizaciju, glad, bolesti, ratove,
siromastvo, neravnopravnost, zagadenje mora, tla i zraka te klimatske promjene. PolitiCari
diliem svijeta pokuSavaju se nositi s tim izazovima dono3enjem razli€itih odredbi, pravilnika i
zakona. Pojmovi poput odrZivog razvoja i kruznog gospodarstva Cesto se istiCu u ovim
raspravama. Cilj ovih politika je osigurati odrzivo gospodarenje resursima, produljenje Zivotnog
vijeka proizvoda i iskoridtenje nusproizvoda s ciliem smanjenja otpada te povecanje koristenja
obnovljivih izvora energije, sve kako bi se zadovoljile sadasSnje potrebe CovjeCanstva
istovremeno omogucujuci buduéim generacijama da zadovolje vlastite potrebe (Hak i sur.,
2016). S obzirom na rastucu globalnu populaciju i sve veéu potrebu za energijom, hranom i

ostalim resursima te potreba za inovativnim i odrzivim rjeSenjima postaje sve izrazenija.

U tom kontekstu, iskoridtenje mikroorganizama isti¢e se kao potencijalno vazan doprinos
odrzivom razvoju. Njihova sposobnost brzog rasta €ini ih idealnim kandidatima za primjenu u
procesima proizvodnje biogoriva, prehrambenih i farmaceutskih proizvoda (Kujawska i sur.,
2021). Jedan od novih pripadnika ove skupine je Schizochytrium sp., oleaginozni heterotrofni
mikroorganizam, Ciji se lipidi koriste kao dodatak prehrani i kozmetici, dok se ostatak biomase
koristi kao dodatak za prehranu riba i Skoljkasa. Omega-3 masne kiseline izolirane iz biomase
ovog mikroorganizma se koriste u proizvodnji lijekova i dodataka prehrani za prevenciju i
ljeCenje raznih stanja (Nguyen i sur., 2018). Za uzgoj mikroorganizma Schizochytrium sp. nije
potrebno plodno tlo niti slatka voda, ¢ime se smanjuje pritisak na poljoprivredne resurse, a

optimizacijom samog procesa moze se posti¢i ekonomska isplativost.

Ovaj mikroorganizam moZze rasti na razliCitim otpadnim izvorima ugljika, $to smanjuje
troSkove proizvodnje i doprinosi smanjenju otpada drugih industrija (Nguyen i sur., 2018).
Sirovine poput glicerola, otpadnog ulja i otpadne sirutke predstavijaju jeftinije alternative
glukozi, na kojoj se Schizochytrium sp. najéeS¢e uzgaja. Uzgoj mikroorganizma
Schizochytrium sp. na otpadnim sirovinama predstavlja inovativan biotehnoloSki pristup koji
kombinira proizvodnju vrijednih bioproizvoda s ucinkovitim iskoriStavanjem nusproizvoda
drugih industrija. Osim $to su jeftine, otpadne sirovine su ¢esto dostupne u velikim koli¢inama

te je mala vjerojatnost njihove nestasice.

Cilj ovog rada bio je istraziti optimizaciju rasta Schizochytrium sp. ATCC 20888 na sirutci,
glicerolu i jestivom ulju te ispitati njegovu sposobnost sinteze masnih kiselina. Kako bi se
proces optimirao, istrazen je ucinak razliCitih dodataka podlozi kao i omjeri C/N. Rezultati
uzgoja dobiveni su gravimetrijskim odredivanjem biomase te odredivanjem koncentracije

supstrata i lipida kromatografskim metodama.



2. TEORIJSKI DIO

Velika globalna potraznja za odrzivim i ekoloSki prihvatljivim proizvodnim procesima
potaknula je znaCajan interes za koridtenje industrijskih nusproizvoda za uzgoj
mikroorganizama. Neki od primjera iskoridtenja nusproizvoda prehrambene industrije su uzgoj
Schizochytrium sp. na otpadnoj sirutci, glicerolu i otpadnom ulju. Ovaj traustohitrid privukao je
paznju znanstvenika zbog svojih nutritivnih prednosti, ali i potencijala za proizvodnju biogoriva.
Koridtenje nusproizvoda druge industrije kao osnovne sirovine i proizvodnja
dokozaheksaenske kiseline (DHA) i biomase, ne samo da smanjuje ekoloski utjecaj, vec i

doprinosi bioekonomiji kroz proizvodnju komercijalno vrijednih spojeva.

2.1. RADNI MIKROORGANIZAM
2.1.1. Klasifikacija radnog mikroorganizma

Schizochytrium sp. je jednostaniéni mikroorganizam, koja pripada carstvu kromista
(Chromista), subcarstvu Harosa, koljenu Stramenopiles, razredu Labyrinthulomycetes, redu
Thraustochytriales i porodici Thraustochytriaceae (Morabito i sur., 2019). Prikaz filogenetskog
stabla nalazi se na slici 1. Velik broj znanstvenika ga ubraja u mikroalge, dok drugi navode da
nije mikroalga jer ne posjeduje plastide i ne provodi fotosintezu te ga svrstavaju u
traustohitride. Traustohitridi su prvi puta opisani prije 80 godina te su se od tada svrstavali u
razliCite taksonomske skupine (Cavalier-Smith i sur., 1994). Prvo su svrstani u funge tocnije
Phycomycetes zbog njihove sposobnosti proizvodnje zoospora i struktura sli¢nih rizoidu, no

Cavalier-Smith je to odbacio i svrstao ih u kromiste.

Chromista Plantae Fungi Animali Pr Bacteria Archae ICARSTVO

T T T T 1

o amn
Harosa Hacrobia SUBCARSTVO
Stran':elnoplles Alveolata Rhizaria KOLJENO
I S
labyr;’nthulomycetes Oomy'r.etes Eustigma tc;phyceae Diatomoprhyceae RAZRED
1
Thrau[stochytriales Labvfiﬂlthulales RED
A : v —_—

1
Thraustochytriaceae  Oblongichytriaceae  Althorniaceae Diplophryidaceae Aplanochytriaceae  Labyrinthulaceae PORODICA

—

— Thraustochvtrium I—Oblongichvtrium I— Althornia
+— Japonochytrium

I Schizochytrium

— Aurantiochytrium

- Hondaea

— Ulkenia

I Sicyoidochytrium

I~ Parietichytrium

- Monorhizochvtrium

L Botryochytrium

— ROD

-

Slika 1. Filogenetsko stablo Schizochytrium sp. (prema Morabito i sur., 2019)

Traustohitridi su morski jednostanini protisti. Za razliku od veéine mikroalgi nemaju

2



kloroplaste, posljedicno, ne mogu provoditi fotosintezu. Pripadaju skupini obligatnih

heterotrofa, tj. za rast im je potreban organski izvor ugljika (Morabito i sur., 2019).

Izolirani su pretezito iz oceana, obalnih podrudja i estuarija rijeka, a rasprostranjeni od
povrSine oceana do dubine od 2000 m, a pronadeni su i u sedimentima i okoliSu gdje
previadavaju niske temperature. Rasprostranjeni su u vodama gdje je visoka koncentracija
organskog izvora ugljika koji nastaje raspadom organskih tvari na povrsini morskog dna
(Morabito i sur., 2019).

Velik broj razli€itih sojeva traustohitrida koji se koriste u biotehnoloskoj proizvodniji izolirani
su iz lignocelulozne biomase nastale raspadom ostataka u Sumi mangrova. Kako rastu na
raspadajuc¢oj organskoj tvari imaju veliku ulogu u razgradnji bioloSkog materijala i reciklaciji
nutrijenata morskih i obalnih ekosistema te ih svrstavamo u saprofitske mikroorganizme
(Morabito i sur., 2019).

2.1.2. Grada, podrijetlo i specifi¢nost radnog mikroorganizma

Schizochytrium sp. je oleaginozni jednostani¢ni mikroorganizam sfernog oblika. Promjer
stanice moze biti i do 30 um. Fotografije traustohitrida Schizochytrium sp. dobivene svjetlosnim
i elektronskim skeniraju¢im mikroskopom nalaze se na slici 2. Schizochytrium sp. S31 (ATCC
20888) je odabrani soj koristen u ovom istrazivanju. Izoliran je iz estuarijskih voda Tihog
oceana u Kaloforniji i o€uvan u ameri¢koj zbirci stanica (engl. American Type Culture
Collection, ATCC).

(b)

Slika 2. Schizochytrium sp. (a) fotografija dobivena svjetlosnom mikroskopijom
(povecanje x400) i (b) fotografija dobivena elektronskim skeniraju¢om mikroskopijom
(povecanje x5000). (Hong i sur., 2011).

Mikroorganizmi koji imaju sposobnost sinteze i nakupljanja visokih koncentracija lipida (=
20 % g/g suhe tvari biomase) spadaju u skupinu oleaginoznih mikroorganizama. Osim

traustohitrida u tu skupinu ubrajamo i neke bakterije, kvasce, mikroalge i plijesni (Maza i sur.,



2020). Postotak lipida u suhoj tvari biomase traustohitrida Schizochytrium sp. seze i do 50 %,
od Cega i do 35 % lipida €ini DHA (Chang i sur., 2020; Zeb i sur., 2019). Mikrobni lipidi se
intenzivno nakupljaju u citoplazmi u obliku hidrofobnih tijela zvanih lipidne kapljice. Kemijskim
sastavom su slicni biljnim uljima, kemijski sastav- triacilgliceroli. Za poticanje sinteze lipida
potreban je visok molarni ili maseni omjer izvora ugljika i dusika (C/N) uz prisustvo kisika. Ulje
dobiveno iz Schizochytrium sp. je deklarirano sigurnim i pogodnim za ljudsku upotrebu, GRAS
statusom (engl. Generally Recognized As Safe) (Puri i sur., 2023). U cilju pobolj8anja
proizvodnih karakteristika razliCiti sojevi traustohitrida modificirani su primjenom genetickog

inzenjerstva (Wang i sur., 2021).

2.2. PROIZVODI METABOLIZMA TRAUSTOHITRIDA SCHIZOCHYTRIUM
SP.

Schizochytrium sp. proizvodi Sirok spektar proizvoda poput lipida, pigmenata, sterola,
enzima i biomase. U lipidima prevladavaju miristinska (C14:0), palmitinska (C16:0),
dokosapentaenoitna (C22:5) i dokozaheksaenska (C22:6) kiselina (Wang i sur., 2022).
Biomasa traustohitrida se koristi kao dodatak prehrani, za proizvodnju omega-3 masnih
kiselina za prehrambenu industriju, kao hrana za Zivotinje (posebno u akvakulturi), dodatak u
proizvodnji kozmetickih proizvoda, kao dodatak u funkcionalnoj hrani i pi¢ima, kao lipidi za

biorazgradivu plastiku (Wang i sur., 2022).
2.2.1. Dokozaheksaenska kiselina (DHA)

Dokozaheksaenska kiselina je dugolanana polinezasi¢ena omega-3 masna kiselina
kemijske formule C,,H3,0,. Sastoji se od 22 ugljikova atoma i 6 cis dvostrukih veza. Vazna je
za zdravlje mozga, ociju i srca te ima kljuénu ulogu u razvoju i funkciji mozdanih stanica
(Byreddy, 2016). Klju¢na je komponenta stani¢nih membrana mozga i vazna za razvoj mozga
fetusa i novorodenc¢adi, stoga se dodaje u mlijeko za novoroden¢ad. Takoder pomaze i u
smanjenju upala, snizavanju razine triglicerida u krvi i poboljSavanju zdravlja krvnih Zila
(Byreddy, 2016). Znanstvene studije su takoder dokazale da suplementacija s DHA ublazava
simptome poremecaja hiperaktivnosti i deficita paznje (engl. Attention deficit hyperactivity
disorder, ADHD) (Bonvicini i sur., 2016). Izvori ove omega-3 masne kiseline uz riblje ulje su i
alge (Byreddy, 2016).

Danasnja prehrana, pogotovo u zapadnjackim zemljama ne sadrzava dovoljne koliCine
omega-3 masnih kiselina te se preporuéuje suplementacija dodatcima prehrani poput ribljeg
ulja (Byreddy, 2016). Riblja jetra nije odrziv izvor ovih masnih kiselina posebno u vrijeme
velikog izlova ribe i sve veCeg zagadenja mora, Sto dovodi do nakupljanja toksicnih tvari poput
teSkih metala u ribi i ribljim proizvodima. Stoga se znanost i industrija okrecu pronalasku novih

vrsta mikroorganizama, koji imaju sposobnost nakupljanja velikog udjela lipida u stanicama te



se njihovo ulje moze koristiti kao alternativa ribljem ulju.

Schizochytrium sp. je mikroorganizam koji ima sposobnost akumulacije 30 % - 40 %
DHA u ukupnim masnim kiselinama (Chang i sur., 2020). U posljednjih deset godina objavljen
je niz znanstvenih radova na temu nakupljanja i izolacije DHA iz lipida Schizochytrium sp. i
modifikacije njegovog genoma s ciliem povecanja prinosa DHA. Schizochytrium sp. S31
(ATCC 20888) se smatra pogodnim sojem za industrijsku proizvodnju dokozaheksaenske

kiseline (DHA) zbog sposobnosti proizvodnje i do 300 mg/L na dan (Chang i sur., 2013).
2.2.2. Eikozapentaenska kiselina (EPA)

Eikozapentaenska kiselina je joS jedna vazna omega-3 masna kiselina kemijske
formule C,oH300,. EPA sadrzi 20 ugljikovih atoma i 5 cis dvostrukih veza (Ma i sur., 2022).
Ima vaznu ulogu u smanjenju upala u tijelu, te se njenim dodatkom prehrani preveniraju i lijeCe
kroni¢ne bolesti poput artritisa i kardiovaskularnih bolesti (Ma i sur.,, 2022). EPA se
metabolizira u organizmu u protuupalne tvari, uklju€ujuci eikozanoide, rezolvine i protektine,
koji imaju vaznu ulogu u imunoloSskom sustavu i regulaciji upala. IstraZivanja o utjecaju
eikozapentaenske kiseline na psihicko zdravlje sugeriraju pozitivan utjecaj kod lije€enja
depresije i drugih mentalnih poremecaja (Ma i sur., 2022). Kao i DHA, EPA se izolira iz ribljeg
ulja i algi.

Mikroorganizmi poput Schizochytrium sp. mogu ucinkovito sintetizirati EPA iz
jednostavnih izvora ugljika poput glukoze i glicerola (Thurn i sur., 2022). Mikroorganizmi
sadrze slicne metaboli¢ke puteve kao i viSi organizmi, ali uz njih posjeduju i alternativne puteve
sinteze i karakteristiCne varijante enzima koji povec¢avaju ucinkovitost sinteze dugolanc¢anih
masnih kiselina. U algama je EPA vazna za izgradnju stani¢ne membrane te kao rezervna tvar
koja omoguéava prilagodbu organizma stresnim uvjetima u okolini poput promjene

temperature ili limitacije nutrijentima (Thurn i sur., 2022).
2.2.3. Pigmenti

Karotenoidi su prirodni pigmenti rasprostranjeni u razli€itim vrstama voca, povrc¢a, gljiva
i cvijeCa. Boja im varira od zute do crvene, a topljivi su u lipidima. Koriste se u kozmetici,
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji u funkciji bojila i antioksidansa. Neki od karotenoida
koje sintetiziraju traustohitridi su astaksantin, zeaksantin, kantaksantin, ehinenon,
feonikosantin i (-karoten (Park i sur., 2018). Astaksantin zbog svojih superiornih
antioksidativnih svojstava predstavlja zanimljivu komponentu lijekova i suplemenata protiv

raka, pretilosti, dijabetesa i razli€itih vrsta upala.

B-karoten, prekursor vitamina A, pomaze prevenciji bolesti uzrokovanih deficijencijom
vitamina A poput sljepoce, disfunkciji imuniteta i bolesti koZze. Kombinacije pigmenata izoliranih

iz morskih organizama i omega-3 masnih kiselina predstavlja kvalitetan dodatak prehrani s



pozitivnim utjecajem na ljudsko zdravlje (Park i sur., 2018).

Schizochytrium sp. osim DHA i EPA-e moze sintetizirati f-karoten i astaksantin (Tang
i sur., 2022). Park i sur. su u svome radu iz 2018. godine dokazali prisutnost biokemijskih
puteva i enzima za sintezu karotenoida. Koncentracija suhe tvari biomase moze dosti¢i 200
g/L tijekom Cetverodnevne kultivacije, pri ¢emu lipidi €ine vise od 60 % suhe mase (Tang i sur.,
2022). Ove karakteristike ukazuju na veliki potencijal ovog organizma kao "tvornice" za
proizvodnju nutrijenata topljivih u lipidima. Medutim, enzimi uklju€eni u biosintezu astaksantina
u Schizochytrium jo$ uvijek nisu u potpunosti poznati. Daljnje razumijevanje puta biosinteze

karotenoida je klju¢no za povecanje proizvodnje astaksantina (Tang i sur., 2022).

Rezultati uzgoja u tikvicama na tresilici (8arzni uzgoj) i Sarznog uzgoja s prihranjivanjem
ukazali su na to da su optimalni uvjeti za proizvodnju ulja bogatog karotenoidima i DHA
koriStenje glicerola (75 g/L) kao izvora ugljika uz 0,25 g/L KH2PO4 i omjer C/N od 75:20
(Chang i sur., 2020). Promjene u aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT)
sugerirale su mogucu povezanost izmedu sadrZaja karotenoida i antioksidativhog sustava.
Tijekom faze sinteze lipida, put sinteze [3-karotena takoder je bio pojac¢an, $to ukazuje na to
da se proizvodi vise karotenoida u svrhu obrane metabolizma od oksidativhog stresa u

stanicama (Chang i sur., 2020).
2.2.4. Steroli

Steroli su kljuéne strukturne i regulatorne komponente eukariotskih stanica. U
oleaginom mikroorganizmu Schizochytrium sp. S31, biosintetski put sterola primarno proizvodi
kolesterol, stigmasterol, lanosterol i cikloartenol (Bi i sur., 2023). Steroli imaju kljuénu ulogu u
rastu Schizochytrium, sintezi karotenoida i masnih kiselina. Regulacija mehanizma sterola i
karotenoida je medusobno povezana tako da inhibicija sinteze sterola smanjuje brzinu sinteze
karotenoida pri smanjenju ekspresije gena HMGR i crtIBY. Inhibicija sinteze sterola takoder
moze potaknuti akumulaciju masnih kiselina. Razumijevanje ovih regulatornih mehanizama
moze poboljSati rast Schizochytrium sp. u izazovnim uvjetima i unaprijediti proizvodnju DHA ili
drugih vrijednih kemikalija (Bi i sur., 2023).

Analiza sterola tijekom uzgoja traustohitrida Schizochytrium sp. na 20 g/L glukoze
otkrila je da su razine kolesterola i stigmasterola umjereno opale nakon 48 sati uzgoja, a zatim
su nakon 72 sata naglo porasle, dosegnuvsi 0,55 mg/g suhe tvari biomase i 1,17 mg/g suhe
tvari biomase (Bi i sur., 2023). Suprotno tome, razine intermedijera metabolita lanosterola i
cikloartenola naglo su porasle nakon 48 sati, ali su opale nakon 72 sata, dosegnuvsi 2,47 mg/g
suhe tvari biomase i 2,66 mg/g suhe tvari biomase (Bi i sur., 2023). 1z navedenih rezultata je

vidljivo da se sinteza i akumulacija sterola odvija u stacionarnoj fazi rasta Schizochytrium sp.



2.2.5. Biomasa

Suha tvar biomase traustohitrida Schizochytrium sp. sadrzi visoke koncentracije
omega-3 masnih kiselina koje se mogu koristiti u ljudskoj prehrani, ali i kao dohrana za stoku,
perad i u akvakulturi. U radu Joen i sur. iz 2022. godine prikazan je utjecaj dodatka praha
biomase Schizochytrium sp. na rast pilica. Prah je pripremlijen suSenjem traustohitrida
uzgojenog na glukozi uz dodatak kvas€evog ekstrakta, morske soli i KH,PO4. Tako uzgojena
biomasa sadrzavala je 29.4 % DHA (g/g) i 63.4 % (g/g) palmitinske kiseline. U radu je uo€en
pozitivan utjecaj dodatka praha traustohitrida na rast pilica, bez negativnih ucinaka na
karakteristiku trupa i kvalitetu mesa, a zabiljezene su i poveéane razine DHA u batku ispitanih
pilica.

Studija Zhu La i sur. iz 2021. godine imala je za cilj utvrditi u€inak dodatka traustohitrida
Schizochytrium sp. na rast i antioksidativni kapacitet u teladi mlije¢nih krava. Povecane
koli¢ine Schizochytrium sp. u punom mlijeku ili zamjenama za mlijeko rezultirale su znac¢ajnim

povecanjima ne samo tjelesne tezine, vec i prosjecnog dnevnog prirasta.

2.3. SIROVINE | SUPSTRATI ZA UZGOJ TRAUSTOHITRIDA
SCHIZOCHYTRIUM SP.

Optimalna podloga za rast ovog mikroorganizma sadrzi izvore ugljika, duSika, anorganske

soli i elemente u tragovima.
2.3.1. lzvori ugljiika

Schizochytrium sp. moZze Koristiti Sirok spektar izvora ugljika od kojih je najéesce koriStena
glukoza, zbog relativho efektivhog metabolickog puta Schizochytrium sp. kojim se glukoza
ucinkovito prevodi u lipide. Maksimalni teoretski prinos lipida po utrodenoj glukozi iznosi 31 %

(9/g), dok su eksperimentalno dostignute vrijednosti do 20 % (g/g) (Wang i sur., 2021).

Drugi naj€esci izvor ugljika za uzgoj Schizochytrium sp. je glicerol, koji dokazano povecava
koncentraciju DHA u biomasi i to za 31.75 % u odnosu na biomasu uzgojenu na glukozi (Wang
i sur., 2021). Osim pozitivhog utjecaja na nakupljanje DHA u biomasi, upotreba glicerola kao
glavnog izvora ugljika za kultivaciju traustohitrida korisna je i iz ekoloSkog aspekta. Globalna
proizvodnja biodizela u svijetu iznosi 41,3 milijardi litara, a otpadni glicerol je glavni
nusproizvod ove industrije. PotroSnja otpadnog glicerola predstavlja jedan od glavnih zadataka
ove industrije, s ciliem smanjenja otpada i smanjenja troskova proizvodnje (Kujawska i sur.,
2021).

Ostali koristeni izvori ugljika su melasa Secerne trske, bagaza Secerne trske, i razliciti biljni

hidrolizati te ostatci prehrambene industrije i biootpad.

Sirutka je zuto zelena tekucina izdvojena iz mlijeka tijekom proizvodnje sira. Predstavlja

jeftiniji izvor ugljika u obliku laktoze te izvor duSika. U sirutci se nalazi oko 40 % (g/g) laktoze.



Na svaki proizvedeni kilogram sira nastaje 9 L otpadne sirutke. Na godi$njoj razini se u svijetu
generira oko 11 miliona tona otpadne sirutke te ta brojka svake godine raste (Lucakova i sur.,
2022). Potreba za iskoristenjem ovog nutritivno vrijednog nusproizvoda je velika. Trenutno se
polovica otpadne sirutke u svijetu koristi u biotehnoloSkim procesima za proizvodnju
bioetanola, bioplina, proteina, hrane za Zivotinje, farmaceutskih proizvoda i gnojiva (Lucakova
i sur., 2022). Potencijalni nacini iskoridtenja sirutke limitirani su zbog njenog visokog udjela
minerala (8-10 % m/v), a demineralizacijom nastaje otpadna voda, koja se takoder moze

koristiti kao izvor dusika u proizvodnji Schizochytrium sp.

Otpadna ulja iz prehrambene industrije takoder predstavljaju alternativni izvor ugljika za

uzgoj Schizochytrium sp., ali njihova upotreba u podlozi za uzgoj jos nije adekvatno istrazena.
2.3.2. lzvori dusika

NajCesce koristeni izvori duSika za proizvodnju DHA pomocu Schizochytrium sp. su pepton
i kvaSCev ekstrakt, koji su Cesto koriSteni u kombinaciji jedan s drugim te natrijev glutamat

(Wang i sur., 2021). Ovakvi organski izvori dusika su skupi.

Kao alternativa, neki sojevi ovog mikroorganizma mogu koristiti anorganske izvore duSika
poput NH4OH i (NH.).SO., koji su jeftiniji, ali njihova uporaba moze dovesti do poveéanja

elemenata u tragovima i vitamina (Wang i sur., 2021).

Osim anorganskih izvora duSika istraZivane su i otpadne vode razli€itih industrija poput

otpadne vode od proizvodnje alanina i sirutke koja takoder sluZi i kao izvor ugljika.
2.3.3. Vitamini

Biotin (vitamin B7) je esencijalan kofaktor u biosintezi masnih kiselina jer sudjeluje u
reakcijama karboksilacije koje omoguéuju pretvorbu acetil-CoA u malonil-CoA, Sto predstavlja
prvi korak u sintezi masnih kiselina. Studije su pokazale da dodatak biotina moze povecati

proizvodnju lipida, ¢ime se optimizira prinos biomase (Singh i sur., 2014).

Tiamin (vitamin B1) je kofaktor za niz enzima uklju€enih u metabolizam ugljikohidrata,
posebno u dekarboksilaciji piruvata u acetil-CoA, Sto osigurava klju¢ni prekursor za biosintezu
masnih kiselina i energiju za rast stanica (Tani i sur., 2018). Dodavanje tiamina u medij moze

potaknutii stani¢nu diobu i rast, jer ubrzava metabolizam ugljikohidrata (Tani i sur., 2018).

Cijanokobalamin (vitamin B12) sudjeluje u sintezi nukleotida i metionina, koji su klju¢ni za
diobu stanica i rast traustohitrida (Ford i Hutner, 1955). Studije sugeriraju da dodatak
cijanokobalamina moze poboljsati rast, osobito u uvjetima gdje je rast ograniCen zbog

nedostatka ovog vitamina (Singh i sur., 2014).
Optimalna koncentracija ovih vitamina u mediju mozZe znacajno poboljSati rast i
metaboli¢ku ucinkovitost Schizochytrium sp., Sto je klju¢no za povecéanje prinosa lipida i time

poboljSanje industrijskih procesa proizvodnje omega-3 masnih kiselina (Singh i sur., 2014).



2.4. FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETRI UZGOJA

Kultivacijski uvjeti koji imaju najveci utjecaj na rast mikroorganizma i sintezu DHA su

otopljeni kisik, temperatura, pH i koncentracija soli.
2.4.1. Koncentracija otopljenog kisika

Schizochytrium sp. je aerobni mikroorganizam te je njegov rast ovisan o kisiku. Najve¢a
koncentracija otopljenog kisika se tijekom uzgoja utroSi u prvoj fazi uzgoja, tijekom rasta i
replikacije biomase. U toj fazi koncentracija otopljenog kisika ima najveéi utjecaj na sam
proces. Istrazivanja su pokazala da se limitacijom dusika u podlozi smanjuje i potreba na kisiku
te se potie nakupljanje lipida u drugoj fazi uzgoja (Wang i sur., 2021). Zbog utjecaja
koncentracije otopljenog kisika na rast kulture provedena su razliita istrazivanja vezana uz
aeraciju podloge i razli¢ite tipove bioreaktora koji omogucuju najbrzi rast i sintezu lipida.
Istrazene su razliCite brzine mijeSanja i konstrukcije reaktora, od bioreaktora sa jednim
mijeSalom ili viSe mijeSala do barbotiraju¢ih kolona (Wang i sur., 2021). Najbolji rast i brzina
sinteze lipida postignuta je u bioreaktoru koji je konstruirao Guo i sur. (2017). Navedena studija
fokusirala se na novi dizajn bioreaktora koji omogucuje visoku aeraciju u kombinaciji sa
strategijom kontrole otoplijenog kisika za ekonomi¢nu proizvodnju DHA. Sastojao se od
spremnika od 50 L, lopati¢astog mijedala uz dva dodatna mije3ala i Cetiri razbijaCa vrtloga. Za
izradu lopatica mijeala koristena je porozna membrana od nehrdajuceg Celika, a lopatice su
se rotirale oko vlastite osi i oko osovine mijeSala, istovremeno ispustajuc¢i mjehuri¢e zraka koji
se preko lopatica uvodi u podlogu, €ime je ostvaren inovativni dizajn bioreaktora za uzgoj
traustohitrida. Dvostrukom rotacijom i propuhivanjem zraka kroz lopatice smanjena je
mogucnost zaCepljenja pora i omogucen duzi vijek mijeSala. Osim koncentracije kisika pracene
su i promjene pH, temperature te biomase. Uzgojem u inovativnhom bioreaktoru dobivena je
veca koncentracija ukupne biomase od biomase dobivene u konvencijalnom bioreaktoru, ali je
najveci udio DHA u ukupnim lipidima bio nizi. Stoga je proces podijeljen u tri faze i svakoj fazi
su prilagodeni fizikalni parametri te su dobiveni maksimumi koncentracija biomase i DHA.
KoriSteni supstrat je glukoza. Maksimum koncentracije suhe tvari biomase (Xmax) j€ iznosio
151,0 g/L, maksimalna koncentracija i udio DHA u podlozi su iznosili 44,3 g/L i 29.33 % (g/g)
(Guoi sur., 2017).

2.4.2. lonska jakost

Koncentracija soli pri kojoj odabrani mikroorganizam raste je u intervalu 2 — 50 g/L. Ovisno
o podrudju iz kojeg je izoliran i koncentraciji soli u vodi razli€iti sojevi podnose Siri interval
koncentracija soli. Istrazen je utjecaj razliCitih osmotskih tlakova te su rezultati pokazali da je
najveci i najbrzi rast biomase zabiljezen pri visokim osmotskim tlakovima, dok se viSe lipida

akumulira pri nizim koncentracijama soli, tj. nizim vrijednostima osmotskog tlaka (Hu i sur.,



2015).

Treba uzeti u obzir da velike koncentracije soli dovode do korozije bioreaktora tijekom
procesa. Korozija ima negativan utjecaj na kvalitetu proizvoda, a cijena cijelog procesa raste.
Nastanak korozije moze se kontrolirati dodatkom 1 % natrijevog sulfata umjesto 2 % (g/g)

morske soli (Wang i sur., 2021).
2.4.3. Temperatura uzgoja

Temperatura je jedan od uvjeta procesa koji zna¢ajno utjeCe na rast i nakupljanje lipida u
biomasi. Vecina istraZivanja koristila je jednu temperaturu za cijeli proces, ali najbolji prinos
biomase i udjel lipida je dobiven pri 30 °C tijekom prva 32 sata nakon &ega je temperatura
smanjena na 20 °C na 12 sati. Postotak DHA u ukupnim masnim kiselinama tijekom ovako
provedenog procesa iznosio je 51,98 % (g/g) (Zeng i sur., 2011). Kontrola temperature u
industrijskim uvjetima je energetski zahtjevan i skup proces, te se njeno podeSavanje treba

uskladiti i s ekonomskim aspektom proizvodnje (Wang i sur., 2021).
2.4.4. pH vrijednost

Osim navedenih parametara pH takoder utjeCe na uspjeSnost procesa uzgoja
traustohitrida Schizochytrium sp. Pogodna pH vrijednost za uzgoj ovog mikroorganizma iznosi
izmedu 5,0 i 8,0. Neutralni pH je optimalan za rast i nakupljanje lipida, dok je kiseliji pH
optimalan za sintezu DHA. Procesi u dvije faze su i u ovom slu€aju dali najbolje rezultate
(Wang i sur., 2021).

2.5. TIPOVI PROCESA

Zbog kompleksne mreze metaboliCkih reakcija traustohitrida Schizochytrium sp.
odgovornih za rast stanice i sintezu lipida, ispitani su razli€iti tipovi procesa za proizvodnju

DHA te su rezultati prikazani u tablici 1.

Qu i sur. su 2013. godine proveli Sarzni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. na glukozi
kao izvoru ugljika i proveli procjenu ucinkovitosti uzgoja. U seriji fermentacija testirane su
razliCite poCetne koncentracije glukoze (60, 80, 100, 120 g/L). Vrijeme fermentacije, suha tvar
biomase i ukupni lipidi su rasli s porastom pocetne koncentracije glukoze. Sadrzaj DHA i
produktivnost se smanjivala kod visokih koncentracija glukoze (iznad 100 g/L). Prinos DHA se
linearno povecavao s porastom koncentracije supstrata, a kod visokih koncentracija glukoze
dolazi do odstupanja od utvrdenih ovisnosti (Qu i sur., 2013). Inhibicijski u€inak visokih
koncentracija glukoze moze se objasniti represijom katabolizma. Glukoza je brzo
metabolizirajuci izvor ugljika i energije koji povecava koncentraciju ATP-a unutar stanica, $to

uzrokuje represiju biosinteze enzima i usporava sintezu izvora energije (Qu i sur., 2013).

U istom radu objavljeni su i rezultati testiranja najbolje metode prihranjivanja kulture

traustohitrida u bioreaktoru od 10 L. Sarzni uzgoj s prihranjivanjem pokazao se uginkovitim u
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smanjenju ucinka inhibicije rasta uzrokovane visokom koncentracijom supstrata. Kod ovog
uzgoja bitan je odabir pogodnog rezima prihrane, kako bi se dosegnula Zeljena produktivnost.
Testirane su Cetiri vrste metode prihrane: pulsno prihranjivanje (engl. pulse feeding),
prihranjivanje stalnom brzinom (engl. constant speed feeding), prihranjivanje povratnom
vezom (engl. feed-back feeding) i prihranjivanje povrathom vezom uz odrzavanje
koncentracije otoplijenog kisika (engl. DO feed-back feeding). Kod metode pulsnog
prihranjivanja hranjiva tvar se dodaje u sustav periodicki, u obliku impulsa. Nakon vrlo brzog
dodatka visoke koncentracije hranjivih tvari poveéava se koncentracija hranjivih tvari u
hranjivom mediju, nakon ¢ega mikroorganizmi metaboliziraju dostupne hranjive tvari. Prilikom
prihranjivanja konstantnom brzinom, brzina dodavanja prihrane se temelji na procijenjenim
potrebama mikroorganizma za hranom te se brzina ni koncentracija supstrata u podlozi ne
mijenjaju. Prihranjivanje prema koncentraciji otopljenog kisika koristi izmjerenu koncentraciju
otoplienog kisika kao signal za dodavanje hranjiva. Tijekom razgradnje supstrata i rasta
mikroorganizmi troSe kisik i koncentracija otopljenog kisika u podlozi opada, kada ponestane
supstrata koncentracija otoplienog kisika postepeno raste i kada prijede odredenu vrijednost
zapocinje nanovo prihrana. Od Cetiri testirane metode prihranjivanja najbolji rezultati su
postignuti provodenjem povratne veze temeljene na trenutnoj koncentraciji izvora ugljika tj.
glukoze u podlozi prije dodatka hranjiva. Kada senzor detektira da koncentracija glukoze pala
ispod prethodno odredene granice, sustav automatski dodaje prihranu Sto omogucuje

odrzavanje optimalne koncentracije glukoze u hranjivom mediju.

Opetovani Sarzni uzgoj (engl. repeated-batch process), koji se provodi zamjenom 90 %
(vol/vol) dijela prevrele hranjive podloge sa svjezim medijem pri Eemu 10 % (vol/vol) sluzi kao
inokulum za iduéi ciklusa uzgoja, ucinkovita je strategija za povecanje proizvodnje DHA
pomocu traustohitrida Schizochytrium sp. (Qu i sur., 2013). Ovaj nacin uzgoja smanjuje
vrijeme potrebno za pripremu kulture, inokulaciju, €iS¢enje i sterilizaciju fermentora izmedu

fermentacijskih ciklusa.

Kod oleaginoznih mikroorganizama proces uzgoja i proizvodnje najéesce se provodi u dvije
faze. U prvoj fazi se odvija rast stanica, a u drugoj fazi akumulacija lipida. Stresni uvjeti za
stanicu dovode do vecCe akumulacije lipida, u slu€aju oleaginoznih mikroorganizama to je
naj¢esce limitacija dusikom (Jiang i sur., 2017). Mikroorganizam nastavlja troSiti izvor ugljika,
ali je proces sinteze proteina usporen ili zaustavljen pa stanice skladiSte energiju u obliku lipida
unutar stanice. Potrebno je naglasiti da prinos biomase i sinteza lipida nisu linearno ovisni o

koncentraciji izvora dusika (Jiang i sur., 2017).

Dvostupanijski procesi s razli¢itim kontrolnim parametrima koriste se u bioprocesima kako
bi se optimizirala proizvodnja specificnih metabolita, kao $to su lipidi bogati DHA. Svaki od

ovih procesa temelji se na podeSavanju klju¢nih uvjeta za rast stanica i nakupljanje Zeljenih
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proizvoda u razli¢itim fazama fermentacije. NajuCestaliji procesi su dvostupanijski proces s
kontrolom temperature, dvostupanjski proces s kontrolom koncentracije otopljenog kisika,
dvostupanjski proces s kontrolom osmotskog tlaka (Zeng i sur. 2011, Guo i sur. 2018 i Hu i
sur. 2015).

Iz tablice je vidljivo da su najbolji rezultati dobiveni u dvostupanjskim procesima s
kontrolom temperature i koncentracije otopljenog kisika te su prinosi biomase i DHA iznosili
84,40 g/L i 4,00 g/L za procese s kontrolom temperature, a prinos biomase za proces s
kontrolom otoplienog kisika je iznosio 151,00 g/L. Ovako visoki prinosi biomase su
omogucavaju industrijsku primjenu traustohitrida Schizochytrium sp. za proizvodnju lipida i
DHA. Provedbom dvostupanjskin procesa s kontrolom osmotskog tlaka nisu postignuti

zadovoljavajuéi rezultati, iako postoji teoretska osnova potrebno je provesti dodatnu

optimizaciju uzgoja.

Tablica 1. Usporedba razli¢itih vrsta uzgoja Schizochytrium sp.

Vrsta procesa Ispitivano Rezultati * lzvor
) optimalna konc. X=52,55 g/L
Sarzni uzgoj glukoze za proizvodnju  L=22,40 g/L Quisur., 2013
DHA =100 g/L P=8,84 g/L
N X=72,37 g/L
Polukontinuirani uzgoj ggﬁgégﬁ‘;knj.rsgﬁg'rjﬁ L=48,86 g/L Quisur., 2013
J00] P=18,38 g/L
Opetovani Sarzni uzgoj s Zamjena 90 % podloge X= 60,85 g/L
N - svjezom podlogom L= 30,67 g/L Quisur., 2013
izmjenom hranjive podloge nakon 96 h P=11,28 g/L
Dvostupanjski proces s t11 siupan): 3076 na 52 X=84.4 g/L
panjski p o L=13,42 g/L Zeng i sur. 2011
kontrolom temperature 2 stupanj: 20 °C na 12 _
h P=4,00 g/L
Dvostupanjski proces s Lopatice od porozne X= 1510 a/L
kontrolom koncentracije membrane od _ © 9 Guo i sur. 2018
. - o P=44,3 g/L
otoplienog kisika nehrdajuceg Celika
Dvostupanjski proces s Osmotski tlak 811,76 X= 33,03 g/L Hu i sur. 2015
kontrolom osmotskog tlaka mosm/L P= 18,10 g/L '

* (X- konc. suhe tvari biomase, L- konc. lipida, P- konc. DHA)

2.6. BIOSINTEZA MASNIH KISELINA U SCHIZOCHYTRIUM SP.

Traustohitridi sintetiziraju masne kiseline na multienzinskom kompleksu sintaza masnih
kiselina ili FAS (engl. fatty acid synthase) koji sadrzi viSe katalitiCki aktivnih mjesta povezanih
katalitiCki neaktivnim regijama. Osim toga, posjeduju desaturaze i elongaze, koje omogucuju
sintezu niskih koncentracija C16:1, C18:1, C18:2, arahidonske kiseline (ARA), EPA i drugih

nezasi¢enih masnih kiselina (Aasen i sur., 2016).
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Uz ovaj put sinteze kojim nastaju najvec¢im dijelom masne kiseline duljine lanca C14:0 i
C16:0 ovi mikroorganizmi imaju alternativni put poliketid sintaze (engl. polyketide synthase,
PKS) koji omoguéava nakupljanje DHA. lako je to potvrdeno kod samo nekoliko sojeva,
pretpostavlja se da svi sojevi koji proizvode visoke koli¢ine DHA koriste PKS put kao glavni
mehanizam za njezinu sintezu. U ovom putu DHA nastaje sukcesivnim produzavanjem lanaca
uz malonil-CoA, slicno postupcima koje provodi FAS put, no bez uklanjanja dvostruke veze
koja se uvodi pomoc¢u malonil-CoA u vecini ciklusa. Ova prilagodba omogucava ustedu
NADPH (redukcijske snage) i uklanja potrebu za molekularnim kisikom i NADPH (Aasen i sur.,
2016).

2.6.1. Put sintaze masnih kiselina (FAS)

Glukoza, se glikolizom prevodi u acetil-CoA. Limitacija izvorom dusika tijekom uzgoja ima
za posliedicu smanjuje koncentracije AMP-a i smanjene aktivhosti AMP-ovisne izocitrat
dehidrogenaze, enzima citratnog ciklusa, $to dovodi do akumulacije citrata koji se transportira
u citosol. Citrat liaza cijepa citrat na oksaloacetat i acetil-CoA. Oksaloacetat se u sprezi s
mali¢nim enzimom i piruvat-karboksilazom pretvara u piruvat uz oslobadanje NADPH (Qiu,
2003).

NADPH potreban za sintezu masnih kiselina nastaje u putu pentoza fosfata. Sintaza
masnih kiselina je kompleks enzima koji katalizira sve reakcije potrebne za sintezu masnih
kiselina. Sintezu provodi acilni nosa¢ (ACP) na kojeg je vezan CoA. Djelovanjem enzima acetil-
CoA karboksilaze iz acetil-CoA i HCO3 uz utroSak ATP-a nastaje malonil-CoA. Enzim (3-keto-
sintaza katalizira kondenzaciju acetil-CoA i malonil-CoA kako bi nastao acetoacetil-ACP (Qiu,
2003).

Reakcijama redukcije, dehidratacije i ponovne redukcije keto-skupina na 3-C atomu se
pretvara u metilensku i nastaje butiril-ACP. Sinteza se nastavlja kondenzacijom malonil-CoA
sa novonastalim butiril-ACP te se ponavlja redukcija, dehidratacija i redukcija i tako sve do
palmitata (Qiu, 2003). Daljnje modifikacije masnih kiselina, uklju€ujuci produljenje lanca i
uvodenje nezasi¢enih veza, odvijaju se u endoplazmatskom retikulumu (ER). Reakcije
elongacije kataliziraju elongaze, poput malonil-palmitoil transacilaze. Uvodenje nezasic¢enih

veza u lanac kataliziraju ER oksidaze, tj. hidrofobni membranski proteini (Lisi¢ar, 2013).

Dulje masne kiseline sintetiziraju enzimi endoplazmatskog retikuluma produljuju palmitat
dodavajuci jedinice od dva ugljika. Ovaj put zahtjeva prisutnost kisika pa se naziva i aerobni
put sinteze masnih kiselina. FAS put moze proizvesti jednostavne masne kiseline koje zatim
prolaze kroz dodatne modifikacije (desaturacija i elongacija) kako bi se dobila DHA (Qiu,
2003).

13



2.6.2. Put poliketid sintaze (PKS)

Put poliketidne sintaze (engl. polyketide synthase, PKS) koji se jo§ naziva i anaerobni put
nalazi se kod bakterija i hekih eukariota poput traustohitrida Schizochytrium. Put poliketidne
sintaze se razlikuje od FAS puta jer ne zahtjeva prisustvo kisika za uvodenje dvostrukih veza.
Poliketidi su sekundarni metaboliti koji sadrze viSe blokova keto grupa (-CH2-CO-). U PKS
putu DHA se sintetizira sukcesivnim koracima elongacije s malonil-CoA, sli¢no kao kod FAS
puta, ali bez uklanjanja dvostruke veze uvedene iz malonil-CoA u vecini ciklusa, ¢ime se Stedi
redukcijska snaga (NADPH) i uklanja potreba za molekularnim kisikom i NADPH koje
zahtijevaju desaturaze (Qiu, 2003). Ovaj put je sliCan FAS putu, ali poliketid sintaza Cesto
preskaCe dehidrataciju i redukciju, te ovako nastale masne kiseline variraju po svojoj strukturi

i sadrZzavaju keto i hidroksile grupe te dvostruke veze (Qiu, 2003).

Skraceni shematski prikaz oba puta je prikazan na slici 3. Sojevi sa visokom
koncentracijom DHA koriste PKS put kao glavni put sinteze DHA. Na slici 3. je vidljivo da FAS
put koristi znacajno viSe energije pohranjene u NADPH molekulama $to ga Cini energetski
nepovoljnijim putem, dok PKS put za sintezu DHA zahtjeva velik broj enzima. Klju¢ni enzimi u
sintezi lipida, odgovorni za njihovo nakupljanje su izocitrat dehidrogenaza, citrat liaza i mali¢ni
enzim (Qiu, 2003).

- } " 3
a
c3 b) c2
NADPH NADPH KS. KR, DH, ER
16 '{ KS, KR, DH, ER)"8 3 y KSKRDHA
NADP* NADP"
C18 C6:1
NADPH NADPH '\ | ks, kR, DH, ER
2 ) |A9, A2 4} | KS.KR.DH/i
—4 naDp+ 4 Y KS.KR.DHIi
C18:2—» n<6 PUFA c12:3
NADPH NADPH '\ | ks, kR, DH, ER
e | Napp # ¥ KSKRDHI
C18:3 C18:5
NADPH NADPH KS, KR, DH, ER
4 | |As, ELO, AS 2 }| KS.KR,DH/i
napp*« Y napp* < ¥
C20:5 €20:5
NADPH NADPH
9 ELO, A4 Q KS,KR,DHi
napp+ <« Y napp" < Y
L c22:6 A C22:6

Slika 3: Alternativni biokemijski putevi proizvodnje DHA, a) Put sintaze masnih kiselina b)
Put poliketid sintaze (Aasen i sur., 2016)

KS- ketoacil sintaza; KR- ketoreduktaza; DH- dehidorogenaza; DH/I- bifunkcionalna dehidrataza i trans-
cis izomeraza; ER- enoil reduktara; A — desaturaze; ELO- elongaze
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Radni mikroorganizam

Radni mikroorganizam koristen u ovom radu je traustohitrid Schizochytrium sp. ATCC
20888 iz ameritke zbirke mikroorganizama (engl. American Type Culture Collection (ATCC,

Sjedinjene Americke Drzave)).
3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Za provedbu eksperimenata ovog rada koriStene su razliite hranjive podloge na bazi
glukoze, sirutke, glicerola i jestivog ulja. Sve sirovine koridtene za pripremu hranjivih podloga

navedene su u tablici 2.

Tablica 2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Sastojak
Kvascéev ekstrakt
Natrijev glutamat
Morska sol
Amonijev sulfat
Pepton

Magnezijev sulfat
heptahidrat

Kalijev dihidrogenfosfat
Glukoza

Sirutka

Glicerol

Jestivo ulje

Tiamin

Biotin

Cijanokobalamin

3.1.3. Ostale kemikalije

Oznaka cistoce
Za mikrobiologiju
p.a.
Tehnicka Cistoca
p.a.
Za biotehnologiju

p.a.

p.a.

p.a.
Za prehrambene svrhe

=299 %

Za prehrambene svrhe
= 98,5 %

298,5%

298,5%

Proizvodaé

Biolife, Italija
Sigma-Aldrich, Svicarska
Solana Nin, Hrvatska
Gram-Mol, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Svicarska

Kemika, Hrvatska

Kemika, Hrvatska
Kemika, Hrvatska
Veronika, Hrvatska
Fisher chemical, Kanada
Zvijezda, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Svicarska
Kemika, Hrvatska
Sigma-Aldrich, Svicarska

U eksperimentalnom radu su osim sirovina navedenih u tablici 2. koriStene i kemikalije

navedene u tablici 3.

Tablica 3. Ostale kemikalije koriStene tijekom eksperimentalnog rada

Naziv kemikalije
Sumporna kiselina

Natrijev hidroksid

Oznaka cistoce

p.a.
p.a.
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Tablica 3. Ostale kemikalije koriStene tijekom eksperimentalnog rada - nastavak

Naziv kemikalije Oznaka cCistoce Proizvodaé¢
Metanol > 99.9% Honeywell,. Rledvel-de Haen,
Njemacka
Kloroform >99.8% Honeywell,_ R|edvel—de Haen,
Njemacka
n-Heksan > 97.0% Honeywell, Riedel-de Haen,
Njemacka
Cinkov sulfat heptahidrat 99% Merck KGaA, Njemacka
Klorovodi€na kiselina p.a. Kemika, Hrvatska
Sukcinat p.a. Sigma-Aldrich, Svicarska
Monohidrat limunske : Y
kiseline p.a. Merck KGaA, Njemacka
Octena kiselina p.a. Honeywell, Riedel-de Haen,
Njemacka
Tween 80 p.a. Merck, Njemacka
Sumporna kiselina p.a. Carlo Erba, Italija
Pentadekan standard Sigma-Aldrich, Svicarska
Metil tridekanoat standard Sigma-Aldrich, Svicarska
Etanol p.a. Gram-Mol, Hrvatska

3.1.4. Hranjiva podloga koristena za uzgoj inokuluma traustohitrida

Uzgoj inokuluma traustohitrida Schizochytrium sp. proveden je u podlozi &iji se sastav
nalazi u tablici 4. Hranjiva podloga pripremljena je otapanjem sastojaka navedenih u tablici 4.
u demineraliziranoj vodi. Nakon pripreme podloge pH vrijednost je podeSena na 6,5.
Pripremljena podloga je nakon toga sterilizirana u autoklavu na 120 °C.

Tablica 4. Sastav hranjive podloge za uzgoj inokuluma

Sastojak Koncentracija (g/L)

Glukoza 40,0 (1. 3. uzgoj) i 30,0 (2. i 4. uzgoj)
Pepton 8,0

Kvascev ekstrakt 5,0

Krupna morska sol 25,0

3.1.5. Hranjive podloge za glavni uzgoj

Provedena su Cetiri uzgoja pri Cemu je istrazen uc€inak sastava hranjive podloge i viemena
uzgoja na rast i sintezu lipida. Hranjiva podloga na bazi sirutke (1. uzgoj) sadrzavala je sirutku
proizvodaca Mini mljekara Veronika d.o.o. volumnog udjela od 25 %, 50 % ili 100 % (vol/vol).

Nadalje, istrazen je ucinak razliCitih izvora duSika (kvaSCev ekstrakt, natrijev glutamat i
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amonijev sulfat) te dodatak kalijevog dihidrogen fosfata na rast. Pripremljeno je petnaest
podloga razliitog sastava, a sve su sadrzavale dodatnih 50 g/L glicerola. Ostali sastojci

prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Sastav hranjivih podloga na bazi sirutke (1. uzgoj)

Drugi sastojci

Naziv uzorka Sirutka (%)
podloge
1/25/0 25 25 g/L morske soli
2/50/0 50 25 g/L morske soli
3/100/0 100 25 g/L morske soli
2 g/L kvascevog
4/25/KE 25 ekstrakta

25 g/L morske soli
2 g/L kvadcevog
5/50/KE 50 ekstrakta
25 g/L morske soli
2 g/L kvascevog
6/100/KE 100 ekstrakta
25 g/L morske soli
1 g/L (NH4)2S04

7/25/NH4 25 25 g/L morske soli
8/50/NH4 50 25 o ook st
9/100/NH4 100 25 9L otk sl
10/25/NG 25 359&LN§(§ISUI::TSE
11/50/NG Bl gs%ﬁ“‘ﬁﬁ‘éﬁ?@?ﬁ
12/100/NG 100 359&LN§(§ISUI::TSE
13/25/KH 25 253g?IiLmKol_r|;I|:£ Sol
14/50/KH 50 25 0 norcke sol
15/100/KH 100 3 gll. KHzPO.

25 g/L morske soli

Za 2. uzgoj (Hranjiva podloga na bazi sirutke — optimiranje sirutke) pripremljeno je Sest
hranjivih podloga na bazi glukoze, glicerola, sirutke i kombinacije sirutke i glicerola. Sastav

hranjivih podloga nalazi se u tablici 6.

Nakon pripreme hranjivih podloga i sterilizacije u autoklavu sterilno je dodano 1 mL
otopine vitamina po 1 L podloge. Otopina vitamina je sastava: 100 mg/L tiamin, 0,5 mg/L biotin,

0,5 mg/L cijanokobalamin.
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Tablica 6. Hranjive podloge na bazi sirutke- optimiranje sirutke (2. uzgoj)

Naziv hranjive Sastav hranjive podloge

podloge

1/GLC 8,06 g/L glukoza, 10 g/L kvad€evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat,
15 g/L morske soli, 2 g/L MgSOa4 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 + vitamini

2/GLY 12,59 g/L glicerol, 10 g/L kvas€evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat,
15 g/L morske soli, 2 g/L MgSO.4 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 + vitamini
50 % sirutka

LAt 2,5 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli + vitamini
100 % sirutka

AlLAC 5 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli + vitamini
50 % sirutka

SlLAac ey 40 g/L glicerola, 7,5 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli + vitamini

o o
6/ LAC | GLY 100 % sirutka

40 g/L glicerola, 10 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli + vitamini
*GLC- glukoza, GLY- glicerol, LAC- laktoza

Pripremljeno je trinaest razli€itih hranjivih podloga za uzgoj na obogacéenoj hranjivoj
podlozi i podlozi na bazi sirutke (3. uzgoj). U trecem uzgoju optimiran je sastav obogacene
hranjive podloge koja je sadrzavala kvas¢ev ekstrakt i Na- glutamat kao izvor dusika, Mg?* i
izvor anorganskog fosfata. Kao izvor ugljika koristena je glukoza i glicerol u koncentracijama
40 i 80 g/L. Hranjiva podloga na bazi sirutke obogacena je dodatkom izvora duSika (kvas¢ev
ekstrakt i Na-glutamat). Sastavi podloga prikazani su u tablici 7. Nakon pripreme podloge

vrijednost pH je podeSena na 6,5.

Tablica 7. Sastav obogacenih hranjivih podloga i podloga na bazi sirutke (3. uzgoj)

Naziv podloge Sastav hranjive podloge

80 g/L glukoze, 10 g/L kvascevog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat,
15 g/L morske soli, 2 g/L MgSO4 x 7H-0, 1 g/L KH,PO4

40 g/L glukoze, 5 g/L kvasCevog ekstrakta, 5 g/L Na-glutamat, 15

1/80GLC

2/40GLC g/L morske soli, 1 g/L MgSOa4 x 7H20, 1 g/L KH2PO4
3/80GLY 80 g/L glicerola, 10 g/L kvas€evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat,
15 g/L morske soli, 2 g/L MgSO4 x 7H-0, 1 g/L KH,PO4
4/40GLY 40 g/l glicerola, 5 g/L kvas€evog ekstrakta, 5 g/L Na-glutamat, 15
g/L morske soli, 1 g/L MgSO4 x 7H-0, 1 g/L KH,PO.
5/10SIR 10% sirutka, 15 g/L morske soli
6/25SIR 25 % sirutka, 15 g/L morske soli
7/100SIR 100 % sirutka, 15 g/L morske soli
10 % sirutka, 5 g/L kvasCevog ekstrakta, 5 g/L Na-glutamat, 15
8/10SIR .
g/L morske soli
25 % sirutka, 5 g/L kvas&evog ekstrakta, 5 g/L Na-glutamat, 15
9/25SIR :
g/L morske soli
) i Lo -
10/100SIR 100 % sirutka, 5 g/L kvaS€evog ekstrakta, 5 g/L Na-glutamat, 15

g/L morske soli
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Tablica 7. Sastav obogacenih hranjivih podloga i podloga na bazi sirutke (3. uzgoj) -
nastavak

Naziv hranjive podloge Sastav hranjive podloge
10 % sirutka, 5 g/L kvas&evog ekstrakta, 15

11/10SIR g/L morske soli

12/25SIR 25 % sirutka, 5_ g/L kvascCevog ekstrakta, 15
g/L morske soli

13/100SIR 100 % sirutka, 5 g/L kvasCevog ekstrakta,

15 g/L morske soli

Utjecaj razlicitih izvora ugljika na rast i sintezu lipida ispitan je 4. uzgojem. Istrazen je
rast traustohitrida na glicerolu, jestivom ulju i glukozi. Hranjiva podloga za uzgoj sadrzavala je:
10 g/L kvascéevog estrakta, 10 g/L Na- glutamata, 15 g/L morske soli, 2 g/L MgSO4x 7H-0, 1
g/L KH2POy i izvor ugljika. Pogetna koncentracija izvora ugljika iznosila je 20, 40 i 60 g/L. U
podloge sa jestivim uljem dodano je i 0,5 % Tween 80. pH vrijednost podloge podesena je na
6,0 nakon Cega je sterilizirana u autoklavu. Nakon sterilizacije podloga dodana je otopina

vitamina istog sastava i koncentracije kao u 3. uzgoju.
3.1.6. Oprema i aparatura
3.1.6.1. Uredaj za tekucinsku kormatografiju ultravisoke djelotvornosti (UPLC)

U eksperimentalnom radu, pri odredivanju utroSka izvora ugljika, koristen je uredaj za
tekuc¢insku kromatografiju (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) model
1290 Infinity 1l (Agilent Technologies, SAD). Uredaj ukljuéuje pumpu (G7104A), automatski
injektor (G7167B), pecnicu (G7116B), analiticku kolonu (ionsko-izmjenjivacka kolona Rezex
ROA-Organic Acid H+; Phenomenex, SAD) s pripadaju¢om pretkolonom, detektor indeksa
loma (G7162A 1260 RID), modul za kontrolu sustava, te racunalni program za obradu
podataka (OpenLAB CDS).

3.1.6.2.  Uredaj za plinsku kormatografiju (GC)
Za odredivanje masenih kiselina u lipidima koriten je uredaj za plinsku kromatografiju GC
2010 Plus AF (Schimadzu, Japan). Uredaj se sastoji od automatskog uzorkiva¢a (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).

3.1.6.3. Centrifuge

Pri izdvajanju biomase koriStene su centrifuge Beckman J-21B (SAD), Thermo Scientific
SL 8R (SAD).Za analiticke svrhe koriStena je centrifuga Eppendorf 5804 R (Njemacka) za

centrifugiranje uzoraka u mikroepruvetama volumena 1,5 mL ili 2 mL.
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3.1.6.4. Preostala oprema i aparatura
Uz prethodno navedene uredaje koristena je i sljede¢a oprema:

(1) analiticka vaga (Sartorius, Njemacka; Acculab, SAD)

(2) tehnicka vaga (Tehtnica ET-1111, Slovenija)

(3) vodena kupelj (Sutjeska, Jugoslavija)

(4) susionik (Instumentaria ST-50, Hrvatska)

(5) laboratorijska tresilica (RM 71 B. Braun Biotech. International, Sartorius Group,
Njemacka)

(6) vortex mikser (WM-10, Witeg, Njemacka)

(7) autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

(8) ledomat (AF-10, Scotsman, Italija)

(9) boca plina s duSikom (Messer Croatia Plin, Hrvatska)

(10) hladnjak i zamrziva¢

(11) UV/Vis spektrofotometar (Cary 100 UV-Vis, Agilent Technologies, SAD)

(12) Mikroskop (CH20:Olympus, Japan)

(13) pH metar, termometar (HI 9125; Hanna Instruments, SAD)

(14) Pumpa (MCP V5.17; Ismatec, Svicarska)

(15) Rotavapor

3.2. METODE
3.2.1. Uzgoj inokuluma traustohitrida

Inokulum traustohitrida Schizochytrium sp. uzgajan je na tekucoj hranjivoj podlozi &iji su
sastav i priprema opisani u poglavlju 3.1.4. Hranjiva podloga koriStena za uzgoj inokuluma
traustohitrida. Inokulum je pripremljen precjepljivanjem traustohitrida sa ¢&vrste hranjive
podloge i postupnim povecéanjem volumena kulture. Uzgoj je proveden na tresilici pri 200 rpm

i sobnoj temperaturi. Te je precjepljivan svaka 3 - 4 dana.
3.2.2. Hranjiva podloga na bazi sirutke (1. uzgoj)

Pripremljeno je petnaest razli€itih podloga u dvije paralele. U Erlenmeyerove tikvice od 300
ml dodano je 100 mL podloge i pH vrijednost podeSena na 6,5. Sastavi hranjivih podloga
opisani su u poglaviju 3.1.5. Hranjive podloge za glavni uzgoj. Tako pripremljene podloge
inokulirane su s 10% (vol/vol) inokuluma pripremljenog kako je opisano u poglavlju 3.2.1.Uzgoj
inokuluma traustohitrida. Nakon inokulacije izuzet je nulti uzorci od 5 mL, tikvice su postavljene
na rotacionu tresilicu uz 200 okretaja po minuti na 26 °C. Sarzni uzgoj je trajao 8 dana te su

zadnji dan izuzeti uzorci za gravimetrijsku i UPLC analizu, 25 mL iz svake tikvice.
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3.2.3. Hranjiva podloga na bazi sirutke — optimizacija podloge (2. uzgoj)

Kako bi se ispitao utjecaj dodatka otopine vitamina na rast biomase traustohitrida
pripremljeno je Sest razliCitih podloga u tri paralele na nacin opisan u poglavlju 3.1.5. Hranjive
podloge za glavni uzgoj. Po 200 mL hranjive podloge sterilizirano je u Erlenmeyerovim
tikvicama od 500 mL te je u svaku dodano 1 mL otopine vitamina po 1 L podloge te su
inokulirane sa 10 % (vol/vol) inokuluma pripremljenog kako je opisano u poglavlju 3.2.1. Uzgoj
inokuluma traustohitrida. Iz prve paralele su uzeti uzorci 1., 3. i 5. dan. Ti uzorci koristeni su
za gravimetrijsko odredivanje koncentracije biomase. Peti dan su prve paralele skinute s
tresilice, izuzet je i uzorak za odredivanje koncentracije lipida te su prevrele podloge
centrifugirane kako bi se izdvojila biomasa. Kulture su centrifugirane u plasti¢nim kivetama od
50 mL, a nakon odlijevanja supernatanta nakon centrifugiranja, u kivetu je dodana nanovo
prevrela hranjiva podloga te je kiveta nanovo centrifugirana. Postupak je ponavljan za
preostalu prevrelu hranjiu podlogu. Nakon $to je cijela kultura centrifugirana, talog biomase je
ispran deioniziranom vodom te ponovno centrifugiran. Supernatant je odliven, a biomasa
zaledena na - 20 °C. Osmi i deveti dan uzeti su uzorci iz druge paralele svih tikvica te su deveti
dan skinute sve druge paralele s tresilice i ponovljen je postupak centrifugiranja prethodno
opisan uz izdvajanje uzorka za odredivanje koncentracije lipida. Uzorci treCe paralele svih Sest
kultura uzeti su deseti i dvanaesti dan. Dvanaesti dan je bio zadnji dan uzgoja te je treca
paralela skinuta s tresilice i ponovljen je postupak centrifugiranja uz izdvajanje biomase za

odredivanje koncentracije lipida. Svi uzorci su zaledeni na - 20 °C.
3.2.4. Obogacena hranjiva podloga na bazi sirutke (3. uzgoj)

Proveden je Sarzni uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp. u Erlenmeyerovim tikvicama od
300 mL, 100 mL hranjive podloge pripremljeno je kako je u poglavlju 3.1.5. Hranjive podloge
za glavni uzgoj. Trinaest tikvica inokulirano je sa 10 % (vol/vol) inokuluma pripremljenog kako
je opisano u poglavlju 3.2.1. Uzgoj inokuluma traustohitrida. Izuzet je 1 mL uzorka iz svake
tikvice te su tikvice stavljene na rotacionu tresilicu uz 200 okretaja po minuti na 26 °C. Cetiri
dana nakon inokulacije sa tresilice su skinuti uzorci s manjim koncentracijama izvora ugljika,
oznacCeni sa brojevima 4, 5, 6, 8, 9, 11, 12. Nakon sedam dana sa tresilice su skinute i
preostale tikvice. Nakon uklanjanja prevrele podloge sa tresilice uzeti su uzorci za daljnje

analize.
3.2.5. Utjecaj koncentracije izvora ugljika na rast i sintezu lipida (4. uzgoj)

Kako bi se usporedio rast traustohitrida na glukozi, glicerolu i ulju proveden je 4. Sarzni
uzgoj. Pripremljeno je devet razliCitih podloga u dvije paralele. Podloge su pripremljene prema
poglavlju 3.1.5. Hranjive podloge za glavni uzgoj. Podloge se razlikuju samo prema
koncentracijama i vrsti izvora ugljika. Kao izvori ugljika koristeni su glukoza, glicerol i jestivo

ulje u koncentracijama od 20, 40 60 g/L. Uzorci podloga sa 20 g/L izvora C uzimani su odmah
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nakon nacjepljivanja, 1., 2., 3., 5.1 7. dan, a 5. i 7. dan su prva i druga paralela centrifugirane
kako bi se izdvojila biomasa za analizu masnih kiselina. Uzorci podloga sa 40 g/L izvora C
uzimani su odmah nakon nacjepljivanja, 1., 3., 5., 7.i9. dan, 7. 9. dan su prva i druga paralela
centrifugirane. Uzorci podloga sa 60 g/L izvora C uzimani su odmah nakon nacjepljivanja, 1.,
3.,5.,7,8.,9.110. dan, 8.1 10. dan prvaidruga paralela su centrifugirane.

3.2.6. lzdvajanje biomase

Izdvajanje biomase provedeno je nakon zavrSetka uzgoja. Za sve prevrele podloge, osim
podloga u kojima je glavni izvor C bilo jestivo ulje, procedura je jednaka. 40 mL prevrele
hranjive podloge prenese se u plasti¢nu kivetu ukupnog volumena od 50 mL. Provedeno je
centrifugiranje pri 4000 rpm kroz 15 min. Supernatant je odbacen, a u istu kivetu nadodano je
jos§ 40 mL podloge te je ponovljeno centrifugiranje pri istim uvjetima. Postupak je ponavljan
sve dok nije obraden ukupan volumen podloge. Talog biomase na dnu kivete ispran je sa 30
mL deionizirane vode, vorteksiran i ponovno centrifugiran. Supernatant je odbacen, a talog

biomase pohranjen u skrinju na -20 °C.

Prevrele podloge koje su sadrzavale jestivo ulje obradene su pomoc¢u heksana. U plasti¢ne
kivete od 50 mL preneseno je 35 mL prevrele podloge i 10 mL heksana. Uzorak je vorteksiran
i centrifugiran kroz 5 min na 4000 rpm. Supernatant je izdvojen i zaleden na - 20 °C te koristen
za daljnje analitike. U kivetu sa talogom biomase je preneseno jos 35 mL uzorka i 10 mL
heksana. Postupak je ponavljan dok sva podloga nije obradena. Talog biomase na kraju je
ispran vodom kako je opisano u tekstu iznad i spremljen na - 20 °C. Tijekom centrifugiranja
uzorka sa heksanom izdvaja se masni sloj izmedu podloge i heksana koji u sebi sadrzi ulje i
nedto biomase. Zbog nemoguénosti izdvajanja te biomase iz sloja, taj sloj je prenesen sa

supernatantom.
3.2.7. Analiticke metode
3.2.7.1. Gravimetrijsko odredivanje koncentracije suhe tvari

Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase traustohitrida provedeno je prenodenjem 5
ili 10 mL homogeniziranog uzorka prevrele podloge u plasti¢nu kivetu od 14 mL prethodno
osusenu i izvaganu. Provedeno je centrifugiranje pri 4500 rpm kroz 10 min. Supernatant je
dekantiran i pripremljen za odredivanje koncentracije ugljikohidrata pomo¢u UPLC-a. Talog
biomase ispran je sa 10 mL deionizirane vode te je ponovljeno centrifugiranje pri istim
parametrima. Talog biomase je nakon ispiranja suSen u su$ioniku na 70 °C do konstantne
mase. Nakon hladenja u eksikatoru kiveta sa suhom biomasom je izvagana te je suha tvar

biomase izraCunata prema jednadzbi 1.
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pri éemu je :
X- koncentracija suhe tvari biomase (g/L)
m;- masa prazne osusene kivete (g)
m,- masa kivete sa osuSenom biomasom (g)
V,- volumen uzet za analizu (L)
3.2.7.2.  Odredivanje udjela lipida u biomasi traustohitrida

Kako bi se odredila koncentracija lipida u biomasi, provedena je ekstrakcija lipida prema
prilagodenom protokolu Schneitera i Dauma (2006). 14 mL prevrele podloge centrifugirano je
10 min na 5000 rpm. Supernatant je dekantiran, a biomasa isprana deioniziranom vodom te
ponovno centrifugirana. U vlaznu biomasu dodano je 5 mL 4M HCIl-a i inkubirano 10 min na
100 °C. Uzorci su ohladeni u ledu te je provedena ekstrakcija pomoc¢u 10 mL smjese otapala
(klorofom:metanol = 2:1; vol/vol). Uzorci su vorteksirani minimalno 1 min te su ostavljeni na
sobnoj temperaturi da se slojevi razdvoje. Nakon §to su slojevi razdvojeni dugom Cistom
injekcijskom iglom izvucen je doniji sloj koji je sadrzavao lipide otopljene u kloroformskoj fazi.
Taj sloj je prenesen u Cistu prethodno izvaganu epruvetu te je kloroform uklonjen
propuhivanjem s plinovitim dusikom. Ekstrahirani lipidi dodatno su osuseni u susioniku pri 70
°C u svrhu uklanjanja eventualnih zaostalih tragova kloroformske faze te su epruvete ohladene
u eksikatoru i izvagane na analitickoj vagi. Masena koncentracija lipida izracunata je prema

jednadzbi 2, a maseni udio lipida u biomasi prema jednadzbi 3,
YL = % [2]
wy, =L *100 [3]

Pri cemu je :

y;, — masena koncentracija lipida (g/L)

m, —masa lipida i epruvete nakon susenja (g)

my — masa prazne i suhe epruvete (g)

V- uzeti volumen uzorka prevrele podloge (L)

w;, — maseni udio lipida u biomasi (%)

X- koncentracija suhe tvari biomase (Q)

3.2.7.3.  Odredivanje sastava masnih kiselina u biomasi

Tranesterifikacija masnih kiselina provedena je prema NREL protokolu (engl. National
Renewable Energy Laboratory, USA) za odredivanje ukupnih lipida. Pripremljeni su potrebni

standardi. Standard metil tridekanoata (C13:0ME), koncentracije 10 mg/mL, pripremljen je
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otapanjem 100 mg metil tridekanoata u 10 mL heksana. Drugi standard prireden je vaganjem
10 mg pentadekana koji je otoplien u 1 mL heksana. Standard potom je razrijeden s heksanom
u omijeru 1:10 (100 uL pripremljenog standarda i 900 uL heksana). Otopine standarda su
Cuvane u zamrzivacu pri -20 °C u staklenim vijalama volumena 1,5 mL. U staklene vijale je
izvagano 5-10 mg osuSene i usitnjene biomase traustohitrida te je biomasi dodano 20 pL
standarda metil tridekanoata, 200 uL otopine kloroform:metanol (2:1, v/v) i 300 yL 0,6 M
otopine HCI u metanolu. Staklene vijale su zaCepljene te su potom dobro promijeSane. Nakon
jednog sata inkubacije vodenoj kupelji pri 85 °C vijale su ohladene na sobnu temperaturu te
je dodano po 1 mL heksana, uzorak je dobro promije$an na vibro mikseru. Nakon jednog sata
faze su se razdijelile. Gornja, heksanska faza, sadrZzavala je estere masnih kiselina te je
koriStena za daljnju analizu. U vijalicu se dodano je 400 pL gornje faze i 10 pyL standarda
pentadekana. Uzorci su analizirani plinskim kromatografom opremljenim masenim detektorom
(engl. Flame lonization Detector, FID). Helij je koristen kao plin nositelj. Temperature injektora
i detektora bile su 250 i 260 °C. Analiza je provedena prema slijede¢em temperaturnom rezimu:
100 °C tijekom 2 minute, zatim je temperatura pove¢ana s 100 °C na 140 °C brzinom od 3
°C/min, te s 140 °C na 190 °C brzinom od 3 °C/min, pa do 260 °C brzinom od 30 °C/min, s
zadrzavanjem na toj temperaturi tijekom 2 minute. Za kontrolu instrumenta, prikupljanje
podataka i analizu podataka koriSten je Shimadzu LabStation Software. Identifikacija masnih
kiselina u uzorcima provedena je usporedbom vremena zadrzavanja njihovih metilnih estera s
vremenima zadrzavanja metilnih estera standardne smjese 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 -
C24) analiziranih u istim uvjetima. Dobivene koncentracije metilnih estera masnih kiselina
normalizirane su prema koli€ini standarda C13:0 ME i izraZzene masenim udjelom u suhoj tvari
biomase prema jednadzbi 5:

Yci

Me13norm = E *Mey3 [4]

Wci/s.tv = % 100 (%) [5]

pri cemu je:
Me13n0rm — Masa standarda C13:0ME (mg)
¥ci — koncentracija metilnog estera masne kiseline (mg/L)
Y13 — koncentracija standarda metil tridekanoata (C13) (mg/L)
m.,3 — masa dodanog standarda metil tridekanoata (C13) (mg)
Wci/s. tv— maseni udio metilnih estera masnih kiselina u suhoj tvari biomase (%)
ms ;,— Masa suhe tvari biomase (g)

3.2.7.4.  Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UPLC analiza)

Identifikacija i kvantifikacija ugljikohidrata te mlijeCne kiseline u hranjivim podlogama i
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supernatantima prevrelih podloga provedena je tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke

djelotvornosti.

Supernatanti su tretirani cinkovim (ll) sulfatom kako bi se istalozili proteini. U 750 pL
supernatanta dodano je 750 pL 10 %-tne otopine cinkovog (Il) sulfata, sadrzaj je vorteksiran i
ostavljen na mirovanju 15 minuta. Nakon toga je provedeno centrifugiranje nha 10 000 rpm 10

minuta kako bi se proteini istalozili te je za analizu izdvojen supernatant.

Svi uzorci profiltrirani su kroz najlonski filter veli€ine pora 0,2 nm 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, 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 krivulje pika (A) o koncentraciji spoja (x) (tablica 8).

Tablica 8. Retencijska vremena i jednadzbe bazdarnih pravaca komponenti odredenih u
supernatantima prevrelih hranjivih podloga

. Retencijsko Jednadzba bazdarnog 2
Spoj . . R
vrijeme (min) pravca
Glukoza 5,228 Y=140381,12x-157,58 1,000
Laktoza 4,572 Y=136753x-1492,5 0,999
Glicerol 7,438 Y=115909x+3051,8 0,9999

3.2.7.5.  Odredivanje koncentracije ulja u prevreloj podlozi

Kako bi se izdvojilo preostalo ulje tijekom uzgoja kulture na jestivom ulju kao izvoru ugljika,
prevrela podloga se nakon uzgoja podvrgla centrifugiranju €ime je izdvojena biomasa i
supernatant. Neiskoristeno ulje izdvojeno je ekstrakcijom s heksadekanom. U kivetu od 50 mL
preliveno je 30 mL supernatanta te je dodano 10 mL heksana. Kiveta je zacepliena i
vorteksirana 1 min kako bi se sadrzaj dobro izmijeSao. Nakon vorteksiranja kiveta je ostavljena
u uspravnom polozaju 20 min kako bi se slojevi supernatanta i ekstrahiranog ulja u heksanu
odvojili. Kada su se slojevi heksana i supernatanta odvojili, gornji sloj heksana je pipetom
izvucen iz falkonice. Tikvica s okruglim dnom je osuSena i izvagana te je u nju dodan ekstrakt
prevrele podloge u heksanu. Heksan je uparen pri snizenom tlaku i 50 °C pomocu rotavapora.
Tikvica je nakon isparavanja ponovno osuSena do konstantne mase (100 °C) i izvagana.
Razlika mase tikvice nakon isparavanja heksana i Ciste tikvice Cini masu ulja zaostalog u
supernatantu. Koncentracija ulja u prevreloj podlozi rauna se prema jednadzbi 6:

my;—mq

Yu=—7— [6]

Pri ¢emu je:
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y;, — masena koncentracija ulja (g/L)
m, — masa ulja i tikvice nakon susenja (g)
my; — masa prazne i suhe tikvice (g)

V- uzeti volumen uzorka prevrele podloge (L)

3.2.8. Odredivanje pokazatelja uspjednosti procesa
Parametri uspjeSnosti bioprocesa odredeni su prema jednadzbama (7, 8, 91 10) :
Prinos biomase:
Ve =X—Xo [7]
gdje je:
Yx- prinos biomase (g/L);
X-koncentracija biomase na kraju uzgoja (g/L);

X,- poCetna koncentracija biomase (g/L).

Specifi¢na brzina rasta:

1

p=oging- 18]
gdje je:
u- specifiCna brzina rasta (1/h);
X- koncentracija biomase u vremenu tn (g/L);
X,- poCetna koncentracija biomase (g/L);
At- interval vremena (tn-to).
Produktivnost sinteze biomase:
X
Prx o (]

gdje je:
P, - produktivnost sinteze biomase (g/L dan)

X- koncentracija biomase u vremenu t (g/L)

tu- trajanje uzgoja (dan).
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Koeficijent konverzije supstrata u biomasu:

X—X,

Vx/s = So—S [10]

gdje je:

Yx/s - koeficijent konverzije supstrata u biomasu (g/L)
X, - pocetna koncentracija biomase (g/L)

X - koncentracija biomase na kraju uzgoja (g/L)

Sy - po€etna koncentracija supstrata (g/L)

S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja (g/L).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istrazena je mogucnost primjene jeftinih izvora ugljika za rast i sintezu lipida
s traustohitridom Schizochytrium sp. Nusproizvodi prehrambene industrije i industrije
biogoriva, sirutka, otpadni glicerol i ulja, pokazali su se kao pogodni izvori ugljika za rast
mnogih mikroorganizama. Neki oleaginozni mikroorganizmi mogu Koristiti hidrofobne
supstratate kao $to su ulja i masti za rast i sintezu lipida pregradujuc¢i masne kiseline u one za
njih karakteristiCne. NajceSc¢e koridteni hidrofobni supstrati su otpadna ulja nastala u procesima
pripreme hrane i otpadne Zivotinjske masti (Vyas i sur., 2023). Glicerol koji nastaje kao
nusproizvod u procesu proizvodnje biodizela takoder se pokazao kao pogodan izvor ugljika
za rast oleaginoznih mikroorganizama i sintezu lipida. U procesu proizvodnje biodizela nastaju
znacajne koli¢ine otpadnog glicerola. Sirutka, nusproizvod u proizvodniji sira, moze posluziti
kao alternativni izvori ugljika, duSika i faktora rasta za rast, sintezu lipida i ostalih
visokovrijednih proizvoda s pomoc¢u mikroorganizma Schizochytrium sp. Primjena ovih
alternativnih supstrata omogucila bi smanjenje troSkova proizvodnje i smanjenje otpada.
Sposobnost mikroorganizma da raste na odabranom izvoru ugljika ovisi o fizioloSkim
karakteristikama samog mikroorganizma. Osim izvora ugljika, otpadne sirovine Cesto sadrze i
druge tvari koje mogu inhibirati rast mikroorganizma te ih je prije primjene potrebno
predobraditi kako bi se uklonile ili kako bi se njihova koncentracija smanjila te time omogucéio

rast mikroorganizma na podlozi.

U ovom radu koriStena je sirutka, koja osim izdvajanja dijela proteina nije bila dodatno
predobradena te je koriStena u razli€itim volumnim udjelima za pripremu hranjivin podloga.
Koncentracija laktoze u sirutci je iznosila oko 40 g/L. Da bi mikroorganizam mogao rasti na
laktozi mora imati enzim -galaktozidazu (poznatu i kao laktaza) kako bi razgradio laktozu na
njene osnovne Seclere, glukozu i galaktozu. Osim laktoze sirutka sadrzi i znaCajne
koncentracije proteina, mlije¢ne kiseline i anorganskih soli, a njen sastav ovisi o procesu u
kojem ovaj nusproizvod nastaje. Osim sirutke istrazen je rast na glicerolu. Glicerol se
razgraduje u glikolizi preko dihidroksiaceton fosfata (DHAP) te Koristiti u sintezi lipida
(lipogeneza). 1z tog razloga je zanimljiv kao supstrat za uzgoj traustohitrida i sintezu masnih
kiselina. Uz glicerol, istrazen je rast na jestivom ulju kao zamjena za otpadno ulje iz
prehrambene industrije i ugostiteljstva. Jestivo ulje se sastoji uglavnom od triglicerida &ijom
razgradnjom nastaju glicerol i masne kiseline. Glicerol se razgraduje u metaboliCkim putevima
koji su ve¢ navedeni u tekstu viSe, a masne kiseline se B-oksidacijom razgraduju do acetil-
CoA koji se dalje moze koristiti za dobivanje energije ili biosintezu lipida. Mikroorganizam je
takoder uzgajan na glukozi kao uobiCajenom izvoru ugljika te je koriStena za rast kontrolne

kulture u svrhu usporedbe rasta na razli€itim hranjivim podlogama.
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4.1. PRINOS BIOMASE TRAUSTOHITRIDA SCHIZOCHYTRIUM SP.
UZGOJENOG NA PODLOGAMA RAZLICITIH SASTAVA

Prvi dio eksperimentalnog rada temelji se na Cetiri odvojena uzgoja mikroorganizma
Schizochytrium sp. nakon kojih je biomasa centrifugirana i odvojena od supernatanta.
Provedene su analize biomase i supernatanta. Sastav hranjivih podloga koriStenih u ovom
radu prikazan je u poglaviju 3.1.5. Hranjive podloge za glavni uzgoj, a njihova priprema
opisana je u poglavlju 3.2. METODE.

4.1.1. Hranjiva podloga na bazi sirutke (1. uzgoj)

Za prvi uzgoj koristena je hranjiva podloga na bazi sirutke uz dodatak 50 g/L glicerola.
Preliminarnim uzgojem traustohitrida Schizochytrium sp. na laktozi iz sirutke izmjeren je spor
rast mikroorganizma uz vrlo niske prinose biomase stoga je u hranjive podloge prvog uzgoja
dodan dodatan izvor ugljika, glicerol. Sirutka kao nusproizvod prehrambene industrije sadrzi
oko 40 g/L laktoze. lako genom traustohitrida Schizochytrium sp. sadrzi gene koji kodiraju za
enzime potrebne za metabolizam laktoze, ucinkovitost uzgoja na sirutci ovisi o optimizaciji
uvjeta rasta, kao $to su dodatak drugih hranjivih tvari, pH podloge i koncentraciji otopljenog
kisika (Patel i sur., 2020).

U prvom eksperimentu istrazen je rast mikroorganizma na hranijivoj podlozi na bazi sirutke
bez i uz dodatak ostalih hranjivih sastojaka koji bi mogli imati povoljan ucinak na rast i sintezu
masnih kiselina: razliiti izvori duSika (kvasS€ev ekstrakt - KE, natrijev glutamat - NG i
amonijevog sulfata - NH) i izvor fosfata (kalijev dihidrogen fosfat - KH). Volumni udjeli sirutke
iznosili su 25 %, 50 % i 100 % (vol/vol). Izvor duSika ima vaznu ulogu u rastu mikroorganizma,
ali i prinosu lipida i udjelu DHA u ukupnim masnim kiselinama (Jiang i sur., 2017). Kvas&ev
ekstrakt osim izvora duSika sadrzi i faktore rasta, ali Cesto predstavija jedan od skupljih
sastojaka podloge. Kako bi se optimizirao proces i smanjila cijena same hranjive podloge
istraZeni su i drugi izvori duSika. Dodatak natrijevog glutamata ubrzava potrosnju supstrata, ali
inhibira nakupljanje lipida, dok amonijev sulfat povecava prinos lipida i DHA, ali negativho

utje€e na rast traustohitrida (Jiang i sur., 2017).

Na slici 4. prikazan je rast mikroorganizma, tj. koncentracije suhe tvari biomase (X). 1z
rezultata je vidliivo da je su najvece vrijednosti koncentracije postignute na hranjivim
podlogama s C&istom sirutkom uz dodatak kvas¢evog ekstrakta (6/100/KE) i Na-glutamata
(12/100/NG). Koncentracije suhe tvari biomase na kraju uzgoja iznosile su 3,94 i 4,08 g/L.
Nesto niZze vrijednosti koncentracije biomase odredene su na kraju uzgoja na hranjivim
podlogama s 50 % i 100 % (vol/vol) sirutke uz dodatak kalijevog dihidrogen fosfata (14/50/KH
i 15/100/KH) te na hranjivoj podlozi sa 100 % (vol/vol) sirutke uz dodatak amonijevog sulfata -

NH (9/100/NH4). U odnosu na hranjivu podlogu koja je isklju€ivo sadrzavala sirutku i glicerol
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(25 % (vol/vol) sirutka - 1/25/0, 50 % (vol/vol) sirutka - 2/50/0, 100 % (vol/vol) sirutka - 3/100/0)
u svim drugim podlogama doslo je do povecanja prirasta biomase iz ega mozemo zakljuditi
da su svi ispitani izvori duSika pozitivno utjecali na rast traustohitrida Schizochytrium sp.
Natrijev glutamat pokazao se kao najpogodniji izvor duSika za rast na hranjivoj podlozi na bazi
sirutke. Sli¢no su zamijetili u svom istraZivanju Jiang i sur. (2017) gdje je zabiljeZzena najveca
koncentracija biomase u uzorku s dodanih 10 g/L natrijeva glutamata i iznosila je 28,51 g/L,
nakon 4 dana uzgoja na 80 g/L glukoze kao glavhom izvoru ugljika. U istom istrazivanju
utvrdeno je da je najveca koncentracija lipida u biomasi, postignuta uz dodatak kvascevog
ekstrakta kao jedinog izvora dusika, a iznosila je 12,10 g/L. Pri dodatku duSika u obliku
amonijeva sulfata u navedenom radu zabiljezena je koncentracija biomase od 34,84 g/L, ali je

zabiljeZzena znacajno niza koncentracija lipida od 3,53 g/L.
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Slika 4. Koncentracija biomase na kraju prvog uzgoja

(25 % (vol/vol) sirutke (1/25/0), 50 % (vol/vol) sirutke (2/50/0), 100% (vol/vol) sirutke (3/100/0), 25 %
(vol/vol) sirutke i kvas€ev ekstrakt (4/25/KE), 50 % (vol/vol) sirutke i kvas€ev ekstrakt (5/50/KE), 100%
(vol/val) sirutke (6/100/KE), 25 % (vol/vol) sirutke i amonijev sulfat (7/25/NH4), 50 % (vol/vol) sirutke i
amonijev sulfat (8/50/NH4), 100% (vol/vol) sirutke i amonijev sulfat (9/100/NH4), 25 % (vol/vol) sirutke i
natrijev glutamat (10/25/NG), 50 % (vol/vol) sirutke i natrijev glutamat (11/50/NG), 100% (vol/vol) sirutke
i natrijev glutamat (12/100/NG), 25 % (vol/vol) sirutke i Kkalijev dihidrogen fosfat (13/25/KH), 50 %
(vol/vol) sirutke i kalijev dihidrogen fosfat (14/50/KH), 100% (vol/vol) sirutke i kalijev dihidrogen fosfat
(15/100/KH))

Usporedba s istrazivanjem Jianga i sur. pokazuje da, iako je najveci rast zabiljezen pri
koristenju istih izvora duSika, koncentracija biomase u njihovom radu zna¢ajno premasuje
vrijednosti iz ovog istrazivanja. Klju€na razlika odnosi se na odabrani izvor ugljika — dok je u
ovom radu koriStena sirutka s dodatkom glicerola, Jiang i sur. koristili su glukozu, preferirani
izvor ugljika za vecinu mikroorganizama, Kkoji osigurava viSu specificnu brzinu rasta.
Traustohitridi mogu rasti na laktozi i glicerolu, ali su prinosi biomase nizi u odnosu na glukozu.

Osim laktoze sirutka koriStena za pripremu podloga sadrzi i mlije€nu kiselinu u koncentraciji
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od 5,7 g/L u 100 % sirutki. pH vrijednost hranjive podloge podesena na 6,5 i tijekom uzgoja se
nije znacajno mijenjala. Mlije€na kiselina ve¢ pri niskim koncentracijama od 2 g/L moze usporiti
rast mikroorganizama poput kvasaca i bakterija, a pri viS§im koncentracijama i plijesni
(Stanojevi¢-Nikoli¢ i sur., 2016; Narendranath i sur., 2001), ali njen utjecaj na rast traustohitrida
jo$ nije dovoljno istrazen. Pretpostavlja se da su navedeni faktori utjecali na nizi prinos

biomase u ovom istrazivanju.

U tablici 9. prikazani pokazatelji uspjeSnosti procesa. Prirast biomase (Yx) se kretao u
intervalu od 0,79 do 3,63 g/L. Specifitna brzina rasta traustohitrida iznosila je od 0,005 do
0,011 1/h. Produktivnost sinteze biomase bila je priblizno podjednaka za uzorke 9/100/NH4,
14/50/KH i 15/100/KH i iznosila je oko 0,38 g/L dan, a najvisa produktivnost je zabiljezena na
hranjivoj podlozi 6/100/KE za koji je iznosila 0,436 g/L dan. Najvisa vrijednost koeficijenta
pretvorbe supstrata u biomasu (Yx;s) zabiljeZzena je za uzorak 15/100/KH i iznosila je 0,296
o/g.

Tablica 9. Pokazatelji uspjeSnosti procesa za 1. uzgoj

Oznaka podloge Yx (g/L) M (1/h) Prx (g/L dan)  Yxs (g/9)
1/25/0 0,79 0,005 0,099 0,061
2/50/0 1,16 0,007 0,145 0,067
3/100/0 2,12 0,009 0,265 0,117
4/25/KE 1,35 0,007 0,169 0,086
5/50/KE 1,32 0,007 0,165 0,073
6/100/KE 3,49 0,011 0,436 0,164
7/25/NH4 1,28 0,007 0,160 0,080
8/50/NH4 2,35 0,010 0,294 0,129
9/100/NH4 3,04 0,011 0,380 0,148
10/25/NG 1,07 0,006 0,134 0,081
11/50/NG 1,80 0,008 0,225 0,112
12/100/NG 3,63 0,011 0,454 0,228
14/50/KH 3,04 0,011 0,380 0,257
15/100/KH 3,10 0,011 0,388 0,296

4.1.2. Hranjiva podloga na bazi sirutke - optimiranje sirutke (2. uzgoj)

Kako u prvom uzgoju nisu postignuti dovoljni prinosi biomase prihvatljivi za industrijsku
proizvodnju opisani u prijasnjim radovima (Jiang i sur., 2017; Qu i sur., 2013), a koji su u pravilu
iznosili iznad 20 g/L, 2. uzgoj je proveden uz dodatak otopine vitamina. Dodatak vitamina u
medij za kultivaciju moze znacajno poboljSati rast i metaboliCku aktivnost mikroorganizama te
omoguciti maksimalno iskoriStenje supstrata. Biotin, tiamin i cijanokobalamin igraju kljucne
uloge u enzimatskim reakcijama koje su povezane s rastom stanica i sintezom lipida (Tani i
sur., 2018; Singh i sur., 2014).
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Slika 5. Uzgoj traustohitrida Schizochytrium sp.(2. uzgoj); koncentracija suhe tvari biomase
oznacena je sa X, a koncentracija supstrata sa S
Podloga se sastoji od: a) 8,06 g/L glukoze, b) 12,59 g/L glicerola, c) 50 % (vol/vol) sirutke, d) 100 %
(vol/vol) sirutke, e) 50 % (vol/vol) sirutke (Si-laktoza) i 40 g/L glicerola (Sz), f) 100 % (vol/vol) sirutke (S1-
laktoza) i 40 g/L glicerola (S2)
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Na slici 5 od a do f prikazane su krivulje rasta za svih Sest uzoraka. Prije same analize
potrebno je prokomentirati da je zbog trajanja uzgoja od 12 dana i u€inka isparavanja vode iz
podloge doslo do koncentriranja podloge, a kako se radi o nizim koncentracijama utroSenog
supstrata i prinosa biomase taj ucinak vidljiv je i na krivuljama rasta prikazanima na slici 5 kod
mjerenja odradenih nakon 200 h uzgoja. Najvec¢a koncentracija suhe tvari biomase izmjerena

je u 2. uzorku sa 12,59 g/L glicerola kao glavnog izvora ugljika, a iznosila je 7,32 g/L.

Najvece produktivnost rasta biomase postignute su na standardnoj hranjivoj podlozi s
glukozom, glicerolom, Na-glutamatom i kvasCevim ekstraktom bez dodatka sirutke.
Produktivnost na hranjivoj podlozi s glukozom iznosila je 0,031 1/h, odnosno 0,032 1/h na
hranjivoj podlozi s glicerolom. Produktivhost na hranjivoj podlozi koja je iskljuivo sadrzavala
sirutku u ovom uzgoju bio je nesto veéi nego u prethodnom uzgoju, ali jo$ uvijek znatno nizi

od produktivnosti izradunatih prilikom rasta na glukozi i glicerolu.

Za uzorke 5 6 (slika 5 e) i f)) koji su uz laktozu iz sirutke sadrzavali i glicerol takoder
su zabiljezeni veci prirasti biomase u odnosu na prethodni uzgoj iako je po¢etna koncentracija
glicerola dodanog u podlogu bila za 10 g/L niza. Bitno je primijetiti kako je koncentracija laktoze
u podlozi stagnirala kroz prvih 200 h uzgoja te nakon 200 h pocinje lagano opadati, dok je
koncentracija glicerola u podlozi padala simultano s rastom biomase iz éega moZzemo zakljuditi
kako Schizochytrium sp. preferira glicerol kao izvor ugljika u odnosu na laktozu te ga prvog
troSi kada se sirutka i glicerol skupa nalaze u podlozi. U radu Qu i sur. (2013) ispitane su
razliCite vrste procesa, izmedu kojih i Sarzni uzgoj na glukozi. Rezultati su pokazali da
koncentracija suhe tvari biomase raste s porastom koncentracije glukoze u intervalu glukoze
od 60 do 120 g/L. Za koncentracije glukoze od 60 i 80 g/L suha tvar biomase je iznosila 36,18
i 43,08 g/L Sto je znacajno vece od eksperimentalno dobivenih rezultata u ovom radu. Bitno je
naglasiti da je eksperiment Qu i sur. proveden u bioreaktoru od 35 L, uz kontrolirano mijeSanje
i aeraciju to je zasigurno pridonijelo poboljSanju uzgoja i visokim prinosima biomase i DHA.
Za industrijsku proizvodnju biomase proizvodnog mikroorganizma ovi rezultati su i dalje
nezadovoljavajuéi jer ovako niski prirasti biomase na sirutci nisu optimalni za izolaciju
proizvoda u industrijskom mijerilu. Niski prirasti biomase znac€ajno utjeCu na povecanje cijene
izoliranih proizvoda zbog smanjenja proizvodne ucinkovitosti, veéih troSkova ekstrakcije te

vecih kapitalnih i operativnih troSkova.

U tablici 10 prikazani su pokazatelji uspjeSnosti procesa za drugi uzgoj. Najvisa
specificna brzina rasta zabiljeZzena je kod rasta na glukozi i iznosila je 0,014 1/h, a najniza
izraCunata specificna brzina rasta iznosila je 0,007 1/h kod uzgoja na 50 % (vol/vol) sirutci.
Specifi€na brzina rasta na samom glicerolu, u odnosu na brzinu rasta na glicerolu u kombinaciji

sa sirutkom je viSa za od 0,003 do 0,005 1/h najvjerojatnije zbog inhibicije drugim tvarima
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prisutnim u sirutki kao $to je mlije¢na kiselina i anorganskih soli.

Zbog koncentriranja prevrele podloge isparavanjem dijela vode tijekom uzgoja i vrlo
malih razlika u koncentracijama biomase i supstrata na pocetku i kraju uzgoja ili pogreske
prilikom izvodenja mjerenja Yxisi Yx za uzorke koji su sadrzavali 50 % (vol/vol) sirutke i 40 g/L
glicerola u podlozi imaju nerealno visoke vrijednosti i ne predstavljaju pravo stanje uspjeSnosti

procesa za navedene podloge.

Tablica 10. Pokazatelji uspjeSnosti procesa za 2. uzgoj

Sastav (koncentracije Yx Prx (g/L

sirutke i glicerola) (g/L) W (1/h) dan) Yus (9/9)  Ys (9/L)
8,06 g/L glukoza 5,89 0,014 0,031 0,729 0,080
12,56 g/L glicerol 6,87 0,013 0,032 0,546 0,064

50 % (vol/vol) sirutka 261 0,007 0,010 1,752 0,128
100 % (vol/vol) sirutka 3,61 0,008 0,014 0,402 0,023

‘ .
o0 % (volivol) sirutka+ | 4 59 0,009 0,019 0,796 0,123
40 g/L glicerol
: .
100 % (volivol) sirutka + | & g 0,010 0,025 0,276 0,038

40 g/L glicerol

4.1.3. Obogacena hranjiva podloga i podloga na bazi sirutke (3. uzgoj)

Priprema podloga za uzgoj 3 opisana je u poglavlju 3.2.3. Ispitivanje utjecaja razli€itih
omijera izvora ugljika i dusika na rast (3. uzgoj). Pripremljeno je 13 razli€itih podloga, od kojih
su prve dvije sadrzavale glukozu kao izvor ugljika, 3 i 4 su sadrzavale glicerol, a 5 - 13 podloge
su sadrzavale sirutku tj. laktozu kao izvor ugljika. 1z rezultata prikazanih na slici 6 jasno je
vidljivo da je razlika u koncentraciji biomase i utroSku supstrata na kraju uzgoja izmedu prve

Getiri kontrolne tikvice i ostalih devet tikvica velika.

Prinosi biomase uzgojene na glukozi i glicerolu su pribliZzno jednaki. Takoder je bitno
naglasiti da nije zabiljeZzena znacCajna razlika izmedu koncentracije suhe tvari biomase u
podlogama koje su sadrzavale 80 g/L supstrata i podlogama koje su sadrzavale 40 g/L
supstrata do Cega je najvjerojatnije doSlo zbog inhibicije rasta traustohitrida visokom
koncentracijom supstrata. Do inhibicije supstratom dolazi vec¢ pri koncentracijama glicerola
ve¢im od 40 g/L (Hu i sur., 2015). Visoka koncentracija dovodi do poviSenja osmotskog tlaka
koji rezultira transportom vode iz stanice, dehidracijom i stresom za stanicu, Sto otezava
odrzavanje normalnih Zivotnih funkcija i rast samih stanica (Mehta i sur., 2023). Visoka
koncentracija glicerola takoder dovodi do nakupljanja metabolickih meduprodukata, inhibicije
enzima odgovornih za metabolizam glicerola i snizavanja pH zbog nakupljanja organskih

kiselina Sto moze takoder uzrokuje inhibiciju rasta (Mehta i sur., 2023).

U podlozi s 80 g/L glicerola naraslo je 6,00 g/L suhe tvari biomase, a u podlozi s 40

g/L glicerola uzgojeno je 7,23 g/L suhe tvari biomase Sto je ujedno i najviSa koncentracija
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biomase dobivena u 2. uzgoju. Pri izdvajanju biomase uzgojene na glicerolu doSlo je do
stvaranja tankog sloja biomase na povrsini kivete u kojoj je podloga centrifugirana. Mozemo
pretpostaviti da se radi o stanicama s viSim udjelom lipida koje su zbog manje gustoée a
izdvojile na povrsinu. Najveéa koncentracija biomase u podlogama sa sirutkom izmjerena je
za uzorak 10/100SIR i iznosila je 2,98 g/L, podlogu je osim 100 % (vol/vol) sirutke dodan
kvasSCev ekstrakt, natrijev glutamat i morska sol. U uzorcima sa sirutkom i morskom soli
(5/10/SIR, 6/25/SIR | 7/100/SIR) zabiljezene su najnize vrijednosti koncentracije biomase. Iz
toga mozemo zakljuciti da je za viSi prirast biomase osim dusika koji se nalazi u sirutci potrebno
dodati dodatne izvore duSika. Dodatak duSika u obliku kvas€evog ekstrakta i natrijevog
glutamata u omjeru 1:1 (10 g/L za prva Cetiri uzorka i 5 g/L za 8., 9. i 10. uzorak) pozitivho je
utjecao na rast biomase. Ovako niska koncentracija biomase odgovara podatcima iz rada Wu
i sur. (2005) u kojem je izmjereni X za rast Schizochytrium sp. na laktozi iznosio 2,79 g/L, a na
glukozi 5,51 g/L, $to su neSto nize vrijednosti od izmjerenih u ovom istrazivanju iz ¢ega
mozemo zakljuciti da Schizochytrium sp. preferira glukozu i glicerol u odnosu na laktozu, na

kojoj sporije raste i postiZze niZze koncentracije suhe tvari biomase.

20
18
16
14
12
10

6
4
2
0
o‘c' o‘Q

DR
NUEIEN

X, S (g/L)

L —

| S
- - I | | I | | I
0\\'\ L}\Q* c)&* C}Q‘ C}Q‘ C}Q‘

Q \e]
® N Q¥ AV Qo

%\%Q N

Slika 6. Koncentracija biomase i utroSak supstrata na kraju uzgoja na obogacenim hranjivim
podlogama (3. uzgoj)

Podloge su sadrzavale: (1/80GLC)- 80 g/L glukoze u kompleksnoj podlozi, (2/40GLC)- 40 g/L glukoze
u kompleksnoj podlozi, (3/80GLY)- 80 g/L glicerola u kompleksnoj podlozi, (4/40GLY)- 40 g/L glicerola
u kompleksnoj podlozi, (5/10SIR)- 10 % (vol/vol) sirutke, (6/25SIR)- 25 % (vol/vol) sirutke, (7/100SIR)-
100 % (vol/vol) sirutke, (8/10SIR)- 10 % (vol/vol) sirutke, kvas&ev ekstrakt i natrijev glutamat, (9/25SIR)-
25 % (vol/vol) sirutke, kvas&ev ekstrakt i natrijev glutamat, (10/100SIR)- 100 % (vol/vol) sirutke, kvaséev
ekstrakt i natrijev glutamat, (11/10SIR)- 10 % (vol/vol) sirutke i kvasCev ekstrakt, (12/25SIR)- 25 %
(vol/vol) sirutke i kvasc€ev ekstrakt, (13/100SIR)- 100 % (vol/vol) sirutke i kvasCev ekstrakt.

U tablici 11 prikazani su izraCunati pokazatelji uspjeSnosti procesa za uzgoj na

obogacenim hranjivim podlogama. Prilikom izraCuna pokazatelja uspjesnosti uzgoja za uzorke
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5/10SIR i 6/25SIR primijeceno je da kultura nije rasla. Izmjerena koncentracija hakon 4 dana
bila je priblizno jednaka koncentraciji biomase u podlozi nakon inokulacije. Najvec¢a specificna
brzina rasta biomase i produktivhost za biomasu zabiljezena je za uzorak 4/40GLY te je
iznosila 0,029 1/h i 1,695 g/L dan. Najvece brzine rasta i produktivnosti na hranjivim
podlogama na bazi izmjerene su na Cistoj sirutki (7/100SIR) i hranjivoj podlozi s kva$cevim
ekstraktom i natrijevim glutamatom (10/100SIR), a iznosile su 0,011 1/h te 0,336 i 0,361 g/L
dan. Vrijednosti koeficijenta pretvorbe supstrata u biomasu kretale su se od 0,133 g/g do 0,571
g/g, a najvedi je zabiljeZen na hranjivoj podlozi s kvad€evim ekstraktom i natrijevim glutamatom
(10/100SIR).

Tablica 11. Pokazatelji uspjeSnosti za rast na obogac¢enim hranjivim podlogama (3.

uzgoj)
Naziv Yx Prx (g/L  Yxs
uzorka Sastav podloge (/L) M (1/h) dan) (9/0)
80 g/L glukoze, kvas€ev
ekstrakt, Na-glutamat,
1/80GLC morska sol, MgSOs x 7Hs0, 6,22 0,016 0,889 0,362
KH2PO4
40 g/L glukoze, kvascev
ekstrakt, Na-glutamat,
2/40GLC morska sol, MgSOs X 7H0, 6,17 0,016 0,881 0,350
KH2PO4
80 g/L glicerola, kvascev
ekstrakt, Na-glutamat,
3/80GLY morska sol, MgSOs x 7H0, 5,55 0,015 0,793 0,371
KH2PO4
40 g/L glicerola, kvascev
ekstrakt, Na-glutamat,
4/40GLY morska sol, MgSOs x 7H0, 6,78 0,029 1,695 0,410
KH2PO4
5/10SIR 10 % (vol/vol) sirutke 0,00 0,000 0,000 0,000
6/25SIR 25 % (vol/vol) sirutke 0,00 0,000 0,000 0,000
7/100SIR 100 % (vol/vol) sirutke 2,35 0,011 0,336 0,394
10 % (vol/vol) sirutke,
8/10SIR kvaS€ev ekstrakt i natrijev 0,30 0,005 0,075 0,248
glutamat
25 % (vol/vol) sirutke,
9/25SIR kvascev ekstrakt i natrijev 0,21 0,004 0,053 0,233
glutamat

100 % (vol/vol) sirutke,
10/100SIR  kva&Cev ekstrakt i natrijev 2,53 0,011 0,361 0,571
glutamat
10 % (vol/vol) sirutke i

11/10SIR 0 013 0,003 0,033 0,133
kvaScéev ekstrakt
: . :

12/2551IR 22 % (volivol) sirutke i 022 0004 0055 0191
kvasSdev ekstrakt

Ienaasn | LU0 el siuie ] 225 0,011 0,321 0,457

kvaScev ekstrakt
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4.1.4. Utjecaj koncentracije izvora ugljika na rast i sintezu lipida (4. uzgoj)

Oleaginozni mikroorganizmi koji nakupljaju znacajne koli€ine lipida, poput Schizochytrium
sp., mogu rasti na uljima, jer sadrze enzime za njihovu razgradnju, a ulja predstavljaju izvor
ugljika u obliku triglicerida i slobodnih masnih kiselina te su pogodna za sintezu lipida jer sadrze
dugolan€ane masne kiseline koje mikroorganizmi mogu koristiti za proizvodnju vlastitih lipida
(Koreti i sur., 2022). lako istrazivanje moguénosti rasta traustohitrida Schizochytrium sp. na
otpadnom ulju jo$ nije zabiljezeno, istrazena je mogucnost uzgoja drugih oleaginoznih
mikroorganizama. Tako je u istrazivanju Gao i sur. (2022) ispitan rast kvasca Rhodosporidium
toruloides na otpadnom kuhinjskom ulju te je zabiljezena sinteza lipida. lako je sam proces
sinteze nesto sporiji zbog kompleksne strukture otpadnog kuhinjskog ulja i inhibitora rasta koji
se u njemu nalaze dokazana je moguénost sinteze lipida iz te otpadne sirove. Stoga je u ovom
radu ispitan rast proizvodnog mikroorganizma Schizochytrium sp. na jestivom ulju te prinosi
biomase i sastav masnih kiselina. Kao kontrolne podloge koridtene su podloge sa razli€itim
koncentracijama glukoze i glicerola kao glavnih izvora ugljika. Rast traustohitrida
Schizochytrium sp. je dokazan na ova dva supstrata i prema literaturnim navodima iz teorijskog

dijela rada izmjereni su visoki prinosi kako biomase tako i DHA.

U 4. uzgoju usporeden je rast Schizochytrium sp. na tri razliita izvora ugljika, glukozi,
glicerolu i jestivom ulju, te pri tri koncentracije supstrata, 20 g/L, 40 g/L i 60 g/L na kompleksnim
podlogama (KP - 10 g/L kvas€evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli, 2 g/L
MgS04 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 uz dodatak otopine vitamina). Koncentracije biomase i
supstrata u podlozi pracene su tijekom uzgoja te se na slikama 13, 14 i 15 nalaze krivulje rasta
4. uzgoja. Zbog razli¢itih koncentracija supstrata u podlogama tesko je usporedivati nagibe
krivulja rasta stoga su u nastavku usporedene koncentracije biomase za vrijeme uzgoja na

razli¢itim supstratima istih koncentracija te su grafovi prikazani na slikama 16, 17 i 18.

Na slici 16 nalazi se grafi¢ki prikaz rasta koncentracije suhe tvari biomase na 20 g/L
glukoze, glicerola ili jestivog ulja. |z grafa je vidljivo da je najveéi prinos biomase zabiljezen pri
uzgoju na glukozi, nakon toga na glicerolu, a najmanja vrijednost prinosa biomase zabiljezena

je za uzgoj proveden na jestivom ulju kao glavnom izvoru ugljika.

Na slici 17 prikazana je ovisnost koncentracije biomase o trajanju uzgoja na 40 g/L
supstrata. Uzgoj je trajao duze zbog veée pocetne koncentracije supstrata, pri 200 h uzgoja
uocen je porast koncentracije koji se moze pripisati koncentriranju podloge zbog djelomi¢nog
isparavanja vode tijekom dugog uzgoja. Koncentracije biomase na kraju uzgoja za rast na
glukozi i glicerolu bile su primjetno viSe od uzgoja na 20 g/L istog supstrata, dok je razlika
izmedu koncentracija biomase kod uzgoja na 20 g/L i 40 g/L ulja gotovo neprimjetna.
Najvjerojatnije je doSlo do inhibicije rasta visokom koncentracijom supstrata ili drugih

intermedijera nastalih prilikom razgradnje ulja.
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Slika 13. Krivulja rasta traustohitirda Schizochytrium sp. na glicerolu (S) pocetne
koncentracije: a) 20 g/L, b) 40 g/L, c) 60 g/L (4. uzgoj)

a) b)
25 10 50 14
12
20 8 40
10
—15 6 7 = 30 —
® B 2 °3
wn1l0 4 x| 20 6 ;
4
5 2 10
2
0 0 0 0
0 26 45 68 117 165 0 100 200 300
t (h) t (h)
60 C) 20
—a— glukoza —e— biomasa
50
15
40
= =
& 30 103
n >
20
5
10
0 0
0 300

100 t (h) 200

Slika 14. Krivulja rasta traustohitirda Schizochytrium sp. na glukozi (S) poCetne
koncentracije: a) 20 g/L, b) 40 g/L, c) 60 g/L (4. uzgoj)
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Slika 15. Krivulja rasta traustohitirda Schizochytrium sp. na jestivom ulju (S) poc¢etne
koncentracije: a) 20 g/L, b) 40 g/L, c) 60 g/L (4. uzgoj)

Na slici 18 prikazan je rast biomase na 60 g/L razli€itih supstrata. Koncentracija biomase
prilikom rasta na ulju nije se povecala ni pri visokoj koncentraciji supstrata iako je trajanje
uzgoja bilo najduze. Takoder je primjetan ucinak koncentriranja podloge zbog dugog uzgoja u
tikvicama koje nemaju moguénost kontrole isparavanja poput bioreaktora. NajviSa izmjerena
vrijednost koncentracije biomase zabiljezena je kod rasta na 60 g/L glukoze i iznosila je 14,72
g/L. Koncentracija biomase na kraju uzgoja na 50 g/L glukoze u istrazivanju Scott i sur. (2011)
iznosila je 23,87 g/L, $to je znacajno vise od 14,72 g/L dobivenih u ovom istrazivanju, dok se
udjeli masnih kiselina u biomasi navedeni u poglavlju 4.2. Usporedba prinosa lipida.

podudaraju sa udjelima dobivenim u ovom istrazivanju.

Promatrajuci dobivene rezultate mozZze se povuéi paralela izmedu uzgoja na glukozi i
glicerolu pri kojima su dobivene znacajno viSe koncentracije suhe tvari biomase u odnosu na

koncentraciju suhe tvari biomase dobivenu pri uzgoju na jestivom ulju.
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Slika 16. Ovisnost koncentracije biomase traustohitrida Schizochytrium sp. o vremenu
trajanja uzgoja na hranjivim podlogama s po¢etnom koncentracijom supstrata od 20 g/L
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Slika 17. Ovisnost koncentracije biomase traustohitrida Schizochytrium sp. o vremenu
trajanja uzgoja na hranjivim podlogama s po¢etnom koncentracijom supstrata od iznosila
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Slika 18. Ovisnost koncentracije biomase traustohitrida Schizochytrium sp. o vremenu
trajanja uzgoja na hranjivim podlogama s po¢etnom koncentracijom supstrata od 60 g/L
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U tablici 12 prikazane su izraCunate vrijednosti za parametre uspjesnosti procesa. NajviSi
zabiljezeni prinosi biomase izmjereni na 40 g/L i 60 g/L glukoze. Najveca specificna brzina

rasta iznosi 0,017 1/h , aizmjerena je pri rastu na 20 g/L glicerola i 20 g/L glukoze.

Tablica 12. Pokazatelji uspjeSnosti uzgoja na razli¢itim koncentracijama izvora
ugljika u KP (4. uzgoj)

Sastav podloge  Yx (g/L)  p(1/h) e ;9’ L Yus(@@lg)  Yxs (g/L)
20 g/L glukoze 7,17 0,017 0,043 0,327 0,067
40 g/L glukoze 12,05 0,016 0,057 0,384 0,114
60 g/L glukoze 14,27 0,015 0,060 0,536 0,159
20 g/L glicerola 6,54 0,017 0,040 0,369 0,137
40 g/L glicerola 8,72 0,014 0,041 0,311 0,093
60 g/L glicerola 7,74 0,012 0,033 0,223 0,048
20 g/L ulja 2,99 0,012 0,018 0,610 0,080
40 g/L ulja 3,13 0,010 0,015 0,569 0,065
60 g/L ulja 3,15 0,009 0,013 0,618 0,088

*KP- kompleksna podloga (10 g/L kvas&evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli, 2 g/L
MgS0O4 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 uz dodatak otopine vitamina

Najvisi koeficijenti pretvorbe supstrata u produkt izmjereni su pri rastu na jestivom ulju,
iako treba uzeti u obzir moguénost pogresSke pri mjerenju koncentracije suhe tvari biomase,
pogotovo pri viSim koncentracijama supstrata zbog otezanog ispiranja neutroSenog ulja na
stijenkama tikvice. Takoder se pri izdvajanju biomase centrifugiranjem izdvajao se sloj ulja

izmedu supernatanta i heksana, ali i stanice Schizochytrium sp.
4.1.5. Usporedba razultata sva Cetiri uzgoja

Iz rezultata prikazanih i pojasnjenih u prethodnim poglavljima jasno je vidljivo da je prirast
biomase traustohitrida Schizochytrium sp. najviSi uz rast na 60 g/L glukoze, 10 g/L kvas¢evog
estrakta, 10 g/L Na- glutamata, 15 g/L morske soli, 2 g/L MgSQO4x7H-0, 1 g/L KH,PO.i otopine
vitamina. Najvisi prirast biomase izmjeren u ovom radu iznosio je 14,27 g/L. Najbolji rezultati
rasta traustohitrida na glicerolu postignuti su pri istim uvjetima i dodatcima u podlogu te

koncentraciji glicerola od 40 g/L, a prirast je iznosio 8,72 g/L.

Rast na sirutci, znacajno je slabiji nego na glukozi i glicerolu najvjerojatnije zbog prisutnih
anorganskih soli i mlije¢ne kiseline koji inhibiraju rast i potroSnju izvora ugljika. Najveci rast
zabiljeZen je pri uzgoju na koncentriranoj sirutci uz dodatak natrijeva glutamata i 50 g/L

glicerola u podlogu pri €emu je Schizochytrium sp. troSio glicerol za rast.

Zapazen je dobar rast traustohitrida Schizochytrium sp. na ulju iako je potrebno provesti
daljnju optimizaciju uvjeta uzgoja kao bi s postigli bolji prinosi biomase i/ili lipida. Osim niskih

prinosa biomase, oko 3,10 g/L, analiticke metode koriStene za odredivanje uspjesSnosti rada
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morale su biti prilagodene supstratu s obzirom da je ulje otezavalo izdvajanje biomase, ali i

odredivanje zaostalog supstrata u podlozi.

Osim parametara uspjeSnosti procesa uocene su i razlike u boji podloga i izdvojenih
biomasa. Razlike u boji prouzrokovane su sintezom pigmenata, B-karotena u razliCitim
koncentracijama ovisno o izvoru i koncentraciji supstrata. Primjer razli¢itih obojenja liofilizirane
biomase nalazi se na slici 19, najintenzivnije naranasto-crveno obojenje primijeéeno je u
uzorku uzgajanom na 100 % (vol/vol) sirutci bez dodatnih izvora ugljika kroz 12 dana. Do
sinteze vecCe koncentracije pigmenta najvjerojatnije je doslo zbog velike koncentracije soli i
mlije€ne kiseline bez dodatnih izvora ugljika osim laktoze, §to je potaknulo sekundarni

metabolizam i sintezu pigmenata.

Slika 19. Liofilizirane biomase traustohitrida Schizochytrium sp.

7

g . e -
Hranjiva podloga se sastojala od: 1. 20 g/L ulja, kvas€evog estrakta, Na- glutamata, morske soli,
MgSOax7H20, KH2PO4 i otopine vitamina (uzgoj 4.); 2. 80 g/L glukoze, kvas€evog ekstrakta, Na-
glutamata, morske soli, MgSO4 x 7H20, KH2PO4 (uzgoj 3.); 3. 80 g/L glicerola, kvascevog ekstrakta,
Na-glutamata, morske soli, MgSO4 x 7H20, KH2PO4 (uzgoj 3.); 4. 50 % (vol/vol) sirutki, Na-glutamata,
morska sol, otopina vitamina (2. uzgoj); 5. 100 % (vol/vol) sirutki, Na-glutamata, morska sol, otopina
vitamina (2. uzgoj); 6. 50 % (vol/vol) sirutki i 40 g/7 glicerola, Na-glutamat, morska sol, otopina vitamina
(2. uzgoj)

4.2. USPOREDBA PRINOSA LIPIDA

SpecifiCnost traustohitrida Schizochytrium sp. i njegova prednost pred drugim vrstama
mikroorganizama je sposobnost sinteze visokih udjela lipida, u obliku lipidnih kapi, u vlastitoj
biomasi. Osim visokih prinosa lipida koji su zabiljeZeni u razli¢itim istrazivanjima, vazan je i
sastav masnih kiselina, konkretno udio dokozaheksaenske kiseline (DHA) i eikozapentaenske
kiseline (EPA), omega-3 masnih kiselina. Istrazivanja pokazuiju da razli€iti izvori ugljika i duSika

znacajno utje€u na rast Schizochytrium sp. te sintezu DHA i drugih masnih kiselina.

U radu Wu i sur. (2005) istrazen je rast na glukozi, fruktozi, laktozi i maltozi koji su sluzili
kao glavni izvori ugljika. Najvisi prirast biomase od 5,51 g/L ostvaren je na glukozi, a na laktozi
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tek 2,79 g/L. Udio lipida u biomasi traustohitrida uzgojenog na laktozi iznosio je tek 1,80 %

(9/g), dok je na glukozi iznosio 44 % (g/g).

Takoder je istrazen utjecaj razli€itih izvora dusika na rast i sintezu lipida te je najvisi prirast
biomase postignut u podlozi s dodatkom natrijeva nitrata, 7,46 g/L, ali je udio DHA u ukupnim
lipidima iznosio tek 6,86 % (g/g). Pri dodatku natrijeva glutamata prinos biomase iznosio je
6,59 g/L, nesto nize u odnosu na natrijev nitrat, ali je maseni udio lipida iznosio 33,33 %, a
udio DHA u ukupnim lipidima 26,58 % (g/g). Za industrijsku proizvodnju DHA na traustohitridu
je osim prirasta biomase vrlo vazan i udio DHA u ukupnim lipidima, stoga je za industrijsku
proizvodnju DHA pogodniji natrijev glutamat kao izvor dusika, na kojem je postignut nesto nizi
prirast biomase, ali zna¢ajno viSi maseni udio DHA u ukupnim lipidima. Prirast biomase u
podlozi s kvas€evim ekstraktom iznosio je 6,11 g/L, udio lipida u biomasi 33,77 % (g/g), a udio
DHA u ukupnim lipidima 15.19 %.

Prema rezultatima ovog istrazivanja dodatak natrijeva glutamata u podlogu ima pozitivan
ucinak na rast i sintezu DHA, stoga bi dodatak natrijeva glutamata u podloge sa sirutkom, tj.
laktozom, trebao imati pozitivan ucinak na rast biomase i sintezu lipida, iz tog razloga je u
podloge drugog uzgoja, koje su sadrZzavale laktozu, dodano 5 g/L natrijeva glutamata na 40
g/L laktoze, u podloge s manje ili vise izvora ugljika dodano je natrijeva glutamata u istom

omjeru.

U radu Wu. i sur. (2005) utvrdena je poCetna koncentracija glukoze, 60 g/L, koja je dala
najvisi prinos biomase, 6,56 g/L, a udio lipida je iznosio 34,1 % (g/g). Pri po€etnoj koncentraciji
glukoze od 20 g/L, prinos biomase bio je nesto nizi, 5,46 g/L, ali je udio lipida u biomasi iznosio
44 % (g/g), pri koncentraciji od 20 g/L glukoze zabiljeZen je i najvisi udio DHA u biomasi, a
iznosio je 5,82 % (g/g). Kada mikroorganizam potroSi sav dostupan izvor ugljika iz podloge,
pocinje troSiti vlastite zalihe lipida kao i metaboli¢ke kiseline iz podloge proizvedene tijekom
rasta (Wu i sur., 2005). U radu Sahin i sur., (2018) najvi§i maseni udio DHA u biomasi
traustohitrida iznosio je 43,1 %, a postignut je rastom na glicerolu, dok je rastom na glukozi
izmjeren nesto nizi udio od 32,5 %, potrebno je naglasiti kako je u ovom radu koriSten dodatak
etanola i acetil Co-A u podlogu kako bi se potaknulo nakupljanje DHA. PoviSena koncentracija
C i ograni¢ena koncentracija N poti¢u nakupljanje lipida, ali mogu negativno utjecati na prirast

biomase.

Hranjiva podloga s glicerolom daje nesto niZi prirast biomase, ali najvisi udio DHA u
ukupnoj biomasi (Sahin i sur., 2018). Osim navedenih parametara na rast i sintezu masnih
kiselina utjeCe i pH vrijednost. U radu Wu i sur. (2005) najviS§a koncentracija suhe tvari biomase
zabiljeZena je pri pH 7, a iznosila je 6,01 g/L. Pri istoj vrijednosti pH izmjeren je najviSi maseni
udio DHA u suhoj tvari biomase, a iznosio je 5,23 %, maseni udio ukupnih lipida u suhoj tvari

biomase iznosio je do 40 %, a maseni udio DHA u ukupnim lipidima 13 %.
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U ovom dijelu eksperimentalnog rada su, iz prethodno izdvojene biomase, ekstrahirani
lipidi te je odredena njihova koncentracija. Mjerenja su provedena za 2. i 4. uzgoj metodom
opisanom u poglavlju 3.2.7.2. Odredivanje udjela lipida u biomasi prema protokolu Schneitera
i Dauma (2006). Tijekom uzgoja je provedeno 2 - 3 mjerenja udjela lipida u podlozi , a rezultati
su prikazani u tablicama 13 i 14.

U tablici 13 prikazani su rezultati mjerenja masenog udjela lipida u biomasi za drugi uzgo;j.
Najvise vrijednosti masenog udijela lipida izmjerene su 12. dan, ali su vrijednosti niske u
odnosu na literaturne navode. Moguce je da je do odstupanja od ocekivanih rezultata doSlo
zbog nesavrsenosti same metode odredivanja lipida, ali i niskih koncentracija izvora ugljika te

malih prirasta biomase, $to dovodi do povecanja utjecaja manjih odstupanja na rezultate.
Tablica 13. Udio lipida u biomasi za 2. uzgoj prema protokolu Schneitera i Dauma

Udio lipida u biomasi (%) (g/9)

2. uzgoj

Sastav podloge 5. dan 9. dan 12. dan
8,06 g/L glukoze (KP) 4,39 7,58 10,31
12,59 g/L glicerola (KP) 5,92 10,46 11,08
50 % (vol/vol) sirutka+ Na-glutamat 2,52 4,35 6,30
100 % (vol/vol) sirutka+ Na-glutamat 2,42 3,91 5,19
50 % (vol/vol) sirutka+ Na-glutamat+ 40 g/L glicerol 6,37 12,56 14,21
éﬂ(geo/roo(lvollvol) sirutka+ Na-glutamat+40 g/L 6.84 11,62 12.97

*KP- kompleksna podloga (10 g/L kvaS&evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli, 2 g/L
MgS04 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 uz dodatak otopine vitamina

Najvisi udio lipida u biomasi izmjeren je u uzorku koji se sastojao od 20 g/L laktoze (50
% (vol/vol) sirutka) i 40 g/L glicerola nakon 12 dana uzgoja, a iznosio je 14,21 %. U odnosu ha
rezultate dobivene na sirutci bez dodatka glicerola, ovaj maseni udio je 2,74 puta visi. Sto
odgovara pretpostavci postavljenoj na prijasnjim istrazivanjima, da glicerol pozitivho utjee na
sintezu lipida, te se u podlogama sa sirutkom moze koristiti kao dodatan izvor ugljika. Najvisi
udio lipida u biomasi kod uzgoja na laktozi kao jedinom izvoru ugljika ostvaren je takoder 12.
dan uzgoja na 20 g/L laktoze, a iznosio je 6,3 % (g/g). Kod uzgoja na 40 g/L laktoze (100 %
(vol/vol) sirutke) rezultati su bili nesto nizi, 5,19 % (g/g). U usporedbi sa rezultatima Wu i sur.
(2005) koji su zabiljezili da je udio lipida u biomasi traustohitrida uzgojenog na laktozi iznosio
1,80 % (g/g) (peti dan uzgoja), udio lipida u ukupnoj biomasi za ovo istrazivanje iznosio 2,52
% (g/g) Sto je nesto viSe u odnosu na istrazivanje Wu i sur. ViSi maseni udjeli lipida mogu se

pripisati dodatku natrijeva glutamata kao dodatnog izvora dusSika u podlogu sa sirutkom.

Sirutka se nije pokazala kao najbolji izvor ugljika niti za rast niti za sintezu lipida. lako
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traustohitrid Schizochytrium sp. ima sposobnost rasta na laktozi, taj rast je usporen, a prinosi
biomase niski kao i maseni udio lipida u biomasi. Kako bi se pospjesio rast i proizvodnja lipida
na sirutci potrebno je dodatno istraziti nacine predobrade sirutke koji bi omoguéili uklanjanje
potencijalno inhibirajuéih sastojaka poput mlijecne kiseline i visoke koncentracije anorganskih
soli. Osim optimizacije predobrade sirutke i dodatka natrijeva glutamata treba uzeti u obzir i
mogucnost dodatka dodatnog izvora ugljika, kako je u€injeno u drugom uzgoju, dodatkom

glicerola. Time je postignut viSi maseni udio lipida u biomasi.

Izmjereni su vrlo niski maseni udjeli lipida u biomasi traustohitrida koji je rastao na
glukozi i glicerolu kao jedinim izvorima ugljika u odnosu na literaturne navode. Kako ovako
niski maseni udjeli ne odgovaraju ni udjelima dobivenim plinskom kromatografijom mozemo
pretpostaviti da ova metoda nije najpogodnija za analizu visokih udjela lipida u biomasi ili je

prilikom izvodenja metode doslo do ljudske pogreske prilikom razrjedivanja uzorka.

Rezultati mjerenja masenog udjela lipida u biomasi za &etvrti uzgoj prikazani su u tablici
14. Mjerenja za svaki uzorak prevrele podloge su provedena dva dana kako bi se mogao pratiti
napredak sinteze lipida. Najvi§i maseni udio lipida izmjeren je kod rasta na 60 g/L glicerola 8.
dan uzgoja, a iznosio je 37,82 % (g/g). Prilikom centrifugiranja podloge sa 60 g/L glicerola 10.
dan nije bilo moguée centrifugiranjem izdvojiti svu biomasu. Najvjerojatnije je talozenje
pomocu centrifugalne sile otezano upravo zbog visokih koncentracija lipida u biomasi.
Supernatant nije bio bistar, nego zna¢ajno zamucen te je sadrzavao biomasu koja se nije
uspjela istaloziti niti centrifugiranjem pri 4500 rpm u trajanju od 50 min te je zbog toga doslo
do odstupanja vrijednosti rezultata od o€ekivanih. Osim zamuéenja supernatanta, na vrhu sloja
supernatanta stvorio se sloj ljepljive biomase debljine oko dva milimetra. Ovakav ucinak
visokih koncentracija glicerola na izdvajanje biomase zabiljeZen je i u istrazivanju Patil i Gogate
(2015).

Tablica 14. Udio lipida u biomasi za 4. uzgoj prema protokolu Schneitera i Dauma

4. uzgoj Udio lipida u biomasi (%) (g/g) uzgojenoj na KP sa:
Konc. supstrata . . . .
t (dani licerolu ulju lukozi
(g/L) (dani) 9 j 9

20 5 30,35 16,14 18,73

20 7 34,64 11,42 19,12

40 7 34,90 16,52 25,56

40 9 28,35 10,18 28,69

60 8 37,82 11,79 27,96

60 10 20,14 12,50 28,82

*KP- kompleksna podloga (10 g/L kvaS&evog ekstrakta, 10 g/L Na-glutamat, 15 g/L morske soli, 2 g/L
MgS04 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 uz dodatak otopine vitamina

Najvisi udio lipida u biomasi uzgojenoj na glukozi iznosio je 28,82 % (g/g), pri pocetnoj
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koncentraciji supstrata od 60 g/L, a priblizno jednake vrijednosti dobivene su i kod pocetne
koncentracije glukoze od 40 g/L. Povecanje masenih udjela lipida u biomasi kod visokih
koncentracija supstrata posljedica je poveéanja omjera C:N, §to dokazano poti¢e akumulaciju
lipida (Patil i Gogate, 2015). Kod uzgoja na ulju zabiljezeni su nizZi rezultati udjela lipida u
biomasi, a kretali su se od 10,18 do 16,52 % (g/g). lako je poznato da traustohitridi imaju
sposobnost rasta na otpadnom ulju trenutno nisu dostupna istrazivanja u kojima su zabiljezeni

parametri uspjeSnosti uzgoja na ulju.

Ispitivanje udjela lipida za odabrane uzorke provedeno je metodom opisanom u
poglavlju 3.2.7.3. Odredivanje sastava masnih kiselina u biomasi. Najzastupljenije masne
kiseline u biomasi Schizochytrium sp. su palmitinska kiselina (C16:0), stearinska kiselina
(C18:0), EPA (C20:5 cis 5,8,11,14,1), DHA (C22:6 cis 4,7,10,13,1) i lignocerinska kiselina
(C24:0). Osim navedenih, u manjim koncentracijama detektirane su i sliedec¢e masne kiseline:
C14.0, C15:0, C17:0, C20:0, C20:3 (cis 5,8,11,14,1), C20:4 (cis 5,8,11,14), C23:0i C24:1 cis
15.

Na slikama 20 i 21 nalazi se udjel masnih kiselina u biomasi Schizochytrium sp
izdvojenoj nakon drugog i Cetvrtog uzgoja. Na slikama je vidljivo odstupanje udjela lipida u
biomasi prikazanih u tablicama 13 i 14. 1z rezultata sa slika zaklju¢ujemo da sirutka i ulje nisu
najbolje sirovine za industrijsku proizvodnju DHA i drugih masnih kiselina zbog niskog udjela
ukupnih masnih kiselina u biomasi traustohitrida. NajviS§i udio masnih kiselina u biomasi
traustohitrida uzgojenoj na jestivom ulju zabiljezen je 10. dan, na podlozi sa 60 g/L jestivog
ulja, a iznosio je 7,56 % (g/g), potrebno je naglasiti da ova vrijednost nije zna¢ajno visa od
vrijednosti postignute 7. dan na podlozi sa 20 g/L jestivog ulja, koja je iznosila 6,08 % (g/q) i
ujedno predstavlja najnizu zabiljeZzenu vrijednost udjela masnih kiselina u biomasi uzgojenoj
na ulju. Kod uzgoja na 50 % (vol/vol) sirutci uz dodatak Na-glutamata 5. dan postignut je udio
masnih kiselina u biomasi traustohitrida u iznosu od 7,65 %, koji se produzenjem uzgoja od
12. dana smanjio na 4,18 % (g/g). Ovakvo sniZzenje udjela masnih kiselina u biomasi nije
zabiljezeno prethodnim mjerenjem udjela lipida u biomasi prema protokolu Schneitera i Dauma
(2006) prikazanim u tablici 13, ali su iznosi udjela pre niski za industrijsku primjenu bez obzira
na odstupanje rezultata mjerenja pomocu ove dvije razliCite metode. Rezultati mjerenja udjela
masnih kiselina u biomasi za uzgoja na 100 % (vol/vol) sirutci otprilike se poklapaju sa
rezultatima dobivenim u tablici 13, a iznose 6,36 % (g/g) nakon 12. dana uzgoja. Kako bi se
ove otpadne sirovine mogle koristiti u proizvodnji DHA pomocu traustohitrida Schizochytrium
sp. potrebno je provesti dodatna unaprjedenja samog procesa, od uzgoja do ekstrakcije
proizvoda ili primjenom geneti¢kog inZzenjerstva poboljSati proizvodni mikroorganizam kako bi
se postiglo bolje iskoristenje. Uz dodatak glicerola u podlogu sa sirutkom postignuto je

povecanje udjela masnih kiselina u ukupnoj biomasi traustohitrida koji je iznosio 17,70 % (g/g)
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Sto je priblizno jednako vrijednosti udjela lipida u biomasi prikazanoj u tablici 13, za drugi uzgo;j.
Dodatak glicerola u podlogu sa 50 % (vol/vol) sirutkom omogucio je porast ukupnih masnih
kiselina povecéavajuci najvise udio DHA u biomasi. Udjeli ostalih masnih kiselina u biomasi nisu
se znacajnije mijenjali.

Najvisi udio masnih kiselina u biomasi traustohitrida ostvaren je uzgojem na glicerolu
(12. dan), gdje je najviSi postotak DHA u ukupnim masnim kiselinama traustohitrida izmjeren
u uzorku koji je sadrzavao 12,59 g/L glicerola u hranjivoj podlozi na po€etku uzgoja, a iznosio
je 36,75 % (g/g). Kod rasta na 50 g/L glicerola Scott i sur. (2011) zabiljezili su koncentracija
biomase od 25,11 g/L, udio lipida u biomasi iznosio je 38,95 % (g/g), a udio DHA u ukupnim
masnim kiselinama 36,49 % (g/g), dok rezultati prikazani na slici 12 pokazuju udio od 37,81 %
(g/g) masnih kiselina u biomasi kod uzgoja traustohitrida na 60 g/L glicerola kroz 10 dana. Na
slici 12. prikazani su rezultati mjerenja ukupnih masnih kiselina u biomasi, 27,2 % (g/g) za
uzgoj na 40 i 60 g/L glukoze, dok je udio DHA u ukupnim masnim kiselinama iznosio 44,22 %
(g/g). Ovakvi rezultati odgovaraju rezultatima prikazanim u istrazivanju Scott i sur. (2011) koji
su proveli uzgoj na 50 g/L glukoze te odredili maseni udio masnih kiselina u biomasi i udio
DHA u ukupnim masnim kiselinama, udio masnih kiselina u biomasi iznosio je 30,09 % (g/g),
a udio DHA u ukupnim masnim kiselinama 36,05 % (g/g). Rezultati dobiveni mjerenjem udjela
masnih kiselina u biomasi i udjela DHA u ukupnim masnim kiselinama odgovaraju literaturnim

podatcima za podloge koje su sadrzavale glicerol i glukozu.

100 % (vol/vol) SIR+ 40 g/L GLY (12. dan) [} |

100 % (vol/vol) SIR + Na-glutamat (12. dan) . ‘

§° 50 % (vol/vol) SIR +Na-glutamat (12. dan) | I
3
Q 50 % (vol/vol) SIR +Na-glutamat (5. dan) I .
IS
(%]
3 12,59 g/L GLY (12. dan) [ ]
12,59 g/L 6Ly (9. dan) - | I
8,06 g/LGLU (9. dan) [} I
0 10 20 30 40 50 60 70
mC16:0 C18:0 C20:5 C22:6  mWC24:0 w (masna kiselina, biomasa) (%)

Slika 20. Maseni udjeli masnih kiselina u biomasi traustohitrida Schizochytrium sp.
uzgojenog na podlogama razli¢itih sastava (2. uzgoj)
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Sastav podloge

60 g/L ULJE (10. dan)
40 g/L ULJE (9. dan)
40 g/L ULJE (7.dan)
20 g/L ULJE (7. dan)
60 g/L GLY (10. dan)
60 g/L GLY (8.dan)
40 g/L GLY (9.dan)
40 g/L GLY (7. dan)
20 g/L GLY(7. dan)
20 g/L GLY (5. dan)
60 g/L GLU(10. dan)
40 g/L GLU (5. dan)

o
v
[
o
=
v
N
o
N
(6]
w
o
w
a
IS
o

EC16:0 mC18:0 m(C20:5 m(C22:6 mC24:0 w (masna kiselina, biomasa) (%)

Slika 21. Maseni udjeli masnih kiselina u biomasi traustohitrida Schizochytrium sp.

uzgojenog na podlogama razli¢itih sastava (4. uzgoj)
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ZAKLJUCCI

Oleaginozni traustohitrid Schizochytrium sp. koristi glukozu, glicerol, sirutku i ulje kao izvor
ugljika za rast i sintezu lipida. Glukoza i glicerol omogucavaju najbrzi rast i najveci prinos

biomase.

Dodatkom vitamina tiamin, biotin i cijanokobalamin pospjeSuje se brzina rasta i prinos
biomase. Najveéa koncentracija biomase od 14,27 g/L postignuta je pri uzgoju na hranjivoj
podlozi sa 60 g/L glukoze, 10 g/L kvas€evog estrakta, 10 g/L Na- glutamata, 15 g/L morske
soli, 2 g/L MgSOx7H-0, 1 g/L KH,PO,4 uz dodatak otopine vitamina.

Traustohitrid Schizochytrium sp. mozZe rasti na 10-100 %-tnoj sirutci troSeci laktozu kao
izvor ugljika uz niske priraste biomase. Najvisi prinos biomase od 3,67 g/L postignut je ha
100 %-tnoj sirutci. Dodatkom 40 g/L glicerola u 100 %-tnu sirutku postize se prinos
biomase od 6,84 g/L.

Jestivo ulje pogodan je izvor ugljika za rast traustohitrida Schizochytrium sp. Najvedi
prinos biomase u hranjivoj podlozi sa 60 g/L jestivog ulja iznosio je 3,15 g/L. Daljnja
optimizacija uvjeta uzgoja, posebno aeracije hranjive podloge i prihrane uljem, neophodna

je kako bi se povecéao prinos biomase i udjel lipida biomasi.

Najzastupljenije masne kiseline u biomasi Schizochytrium sp. su palmitinska kiselina
(C16:0), stearinska kiselina (C18:0), EPA (C20:5 cis 5,8,11,14,1), DHA (C22:6 cis
4,7,10,13,1) i lignocerinska kiselina (C24:0).

Najvisi udio DHA u biomasi iznosio je 36,75 % a postignut je 12. dana uzgoja na hranjivoj
podlozi koja se sastojala od 12,59 g/L glicerola, 10 g/L kvas¢evog ekstrakta, 10 g/L Na-
glutamata, 15 g/L morske soli, 2 g/L MgS0O4 x 7H20, 1 g/L KH2PO4 uz dodatak otopine

vitamina.

Prilikom uzgoja na podlogama razli€itih po€etnih koncentracija glukoze (8 g/L, 20 g/L, 40
g/L i 60 g/L) najviSi prirast biomase zabiljezen je na podlozi sa 60 g/L glukoze, a iznosio
je 14,27 g/L. Pri nizim pocCetnim koncentracijama glukoze u kompleksnoj podlozi,

izmjerena je niza koncentracija biomase na kraju uzgoja.

Najvisi prirast biomase uzgojene na glicerolu iznosio je 8,72 g/L, pri poCetnoj koncentraciji
glicerola od 40 g/L, pri nizim i viSim po€etnim koncentracijama glicerola (12,6 g/L, 20 g/L i
60 g/L) zabiljezen je nizi prirast. Kod pocetne koncentracije glicerola viSe od 50 g/L dolazi

do oteZanog izdvajanja biomase iz podloge.
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