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1. UVOD

U danasnje vrileme ljudske aktivnosti generiraju velike koli€¢ine otpada, ukljuujudi
lignocelulozni otpad. Lignocelulozna biomasa, koja dolazi iz raznih izvora poput
poljoprivrednih ostataka, Sumskog otpada i komunalnog otpada, je najzastupljenija obnovljiva
sirovina na Zemlji (Brandt i sur., 2021). S godiSnjom proizvodnjom od oko 180 milijardi tona,
lignocelulozna biomasa je 3&iroko dostupna sirovina pogodna za proizvodnju razlicitih
biomaterijala, biokemikalija, biogoriva, smola i drugih proizvoda s dodanom vrijednoScu
(Mujtaba i sur., 2023; Rajesh Banu i sur., 2021).

Prednosti primjene lignocelulozne biomase u razli¢itim biotehnoloSkim procesima ukljucuju
odrzivost i smanjenje otpada, jer se koriste nusproizvodi koji bi inae zavrsili na deponijima.
Osim toga, zamjena fosilnih goriva biomasom moze zna¢ajno smanijiti emisije staklenickih
plinova, ¢ime se aktivno doprinosi borbi protiv klimatskih promjena (Haus i sur., 2020).
Medutim, primjena lignocelulozne biomase suoCava se s izazovima, poput sloZene strukture
sirovine zbog koje je nuzna njegova predobrada te ekonomske isplativosti postoje¢ih metoda
predobrade. Unato€ tim izazovima, istrazivanja i inovacije u tehnologijama obrade i konverzije
nastavljaju otvarati nove moguénosti za koristenje lignocelulozne biomase kao odrzive

alternative fosilnim gorivima.

Struktura lignocelulozne biomase je kompleksna i sastoji se uglavhom od celuloze,
hemiceluloze i lignina. Celuloza, najrasprostranjeniji biopolimer, osigurava mehanicku
CvrstoCu stani¢nim stijenkama biljaka, dok hemiceluloza i lignin doprinose strukturnom
integritetu i zastiti. Ove komponente su medusobno povezane slozenim vezama koje pruzaju
kemijsku stabilnost i kompaktnost (Bichot i sur., 2018). To otezava njihovu razgradnju i
pretvorbu u fermentabilne Secere, klju€ne za proizvodnju bioenergije (Kumar i Sharma, 2017).
Stoga se razliciti fizikalni, kemijski i bioloSki postupci koriste za razgradnju lignocelulozne
strukture kako bi se oslobodile korisne komponente koje se mogu pretvoriti u biogoriva ili

druge vrijedne proizvode.

Kombinacija kemijske i enzimske hidrolize Cesto se koristi kao nacin predobrade
lignocelulozne biomase. Enzimska hidroliza, koja se smatra bioloSkom metodom, ima brojne
prednosti u odnosu na druge metode razgradnje i pretvorbe u fermentabilne Secere. Ova
metoda je visoko specifiCna i u€inkovita, uz blage uvjete procesiranja, $to smanjuje potrosnju

energije i kemikalija. Takoder, stvara manje otpada i zagadenja, omogucuje koristenje raznih



sirovina i lako se integrira s fermentacijskim procesima, optimizirajuci proizvodnju bioetanola

i drugih bioproizvoda.

Za enzimsku razgradnju biljnog materijala, zbog njegove heterogene kompozicije, nuzna je
grupna aktivnost nekoliko enzima (Makela i sur., 2014). Jednim imenom oni Se nazivaju
lignocelulolitickim enzimima, a ukljuuju grupe enzima celulaza, hemicelulaza i ligninaza. Za
proizvodnju lignocelulolitickih enzima koriste se razli€iti mikroorganizmi, ukljucujuci plijesni,
bakterije i kvasce. U ovom radu proveden je uzgoj kvasca Debaryomyces hansenii s ciliem
istraZivanja utjecaja izvora ugljika i dusika u hranjivoj podlozi na proizvodnju lignocelulolitikih
enzima. Pracena je aktivhost enzima karboksimetil celulaze, celulaze i ksilanaze. Aktivnost je
mjerena primjenom DNS metode, koja omogucéuje kvantifikaciju oslobodenih reducirajuéih
Seéera, Cime se procjenjuje enzimska razgradnja supstrata. Izbor optimalnih uvjeta za
maksimalnu enzimsku aktivnost omogucuje dublje razumijevanje potencijala ovog kvasca u

industrijskim primjenama, kao $to su biokonverzija biomase i proizvodnja bioetanola.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignocelulozna biomasa
2.1.1. Prirodni izvori i potencijal lignocelulozne biomase

Lignocelulozna biomasa je najobilnija obnovljiva sirovina na Zemlji (Brandt i sur., 2021).
PotjeCe iz mnostva razlicitih izvora uklju€ujuci poljoprivredne ostatke poput slame od p3enice
i jeéma, kukuruzovine, komus$ine i oklasaka. Takoder, obuhvaca biljke i njihove ostatke kao
Sto su listovi, stabljike, djetelina i trava, kao i energetske usjeve. U ovu kategoriju spada i
otpad iz industrijske proizvodnje hrane i pi¢a, uklju€ujuéi tehnoloski neispravno voce i povrée.
Drvni ostaci iz odrzavanja voénjaka, vinograda i maslinika, Sumski otpad te otpad drvne
industrije, kao Sto su piljevina i ostaci obrade drva, takoder su vazni izvori. Uz to, dio
komunalnog otpada, poput otpadnog papira i zelene frakcije ku¢énog otpada, kao i biomasa iz

parkova i vrtova, spadaju u lignoceluloznu biomasu.

Procjene sugeriraju da godiSnja proizvodnja lignocelulozne biomase iznosi 1,5 trilijuna tona,
8to je Cini gotovo neiscrpnim izvorom sirovina za ekoloski prihvatljive i biokompatibilne
proizvode (Kim i sur., 2006). Biokonverzija znacajnih koli€ina otpadnih voda (Wu i sur., 2008)
te u farmaceutskoj i prehrambenoj lignocelulozne biomase u fermentabilne Seéere ima
potencijalnu primjenu u proizvodnji bioenergije, primjerice bioetanola (Roland i sur., 2019).
Nadalje, razgradnja lignina i drugih stani¢nih komponenti omoguéava pretvorbu ove biomase
u vezivne agense, emulgatore i druge korisne proizvode (Arola i Linder, 2016). Osim toga,

primjenu nalazi i u proc¢iS¢avanju industriji (Gil-Chavez i sur., 2021).

Rasprostranjenost i dostupnost ove sirovine daje zna&ajnu prednost koristenju bioenergije nad
ogranicenim fosilnim gorivima. Nadalje, zbog koriStenja nusproizvoda i otpadnih materijala,
Cesto je jeftinija alternativa u usporedbi s fosilnim gorivima. Odrzivost je jedna od kljuénih
prednosti, jer lignocelulozna biomasa predstavlja obnovljivi izvor energije, smanjujuci ovisnost
0 neobnovljivim resursima. Koristenjem ovih sirovina takoder se ucinkovito smanjuje koli¢ina
otpada na deponijima, jer se koriste nusproizvodi koji bi inace bili odbaceni. Kona¢no, zamjena
fosilnih goriva lignoceluloznom biomasom moze znacdajno smanijiti emisije staklenickih

plinova, doprinosedi borbi protiv klimatskih promjena (Haus i sur., 2020).

Unatoc¢ brojnim prednostima lignocelulozne biomase kao obnovljive sirovine, njezina primjena
u industriji za proizvodnju bioenergije i drugih proizvoda suocava se s nekoliko izazova. Prvo,
kompleksna struktura lignoceluloze otezava njezinu ucinkovitu pretvorbu u fermentabilne

Secere, Sto zahtijeva slozene i skupe tehnoloSke procese (Isikigor i Becer, 2015). Drugo,



postoje problemi s ekonomskom isplativoscu, jer trenutatne metode obrade &esto nisu
dovoljno konkurentne u odnosu na tradicionalne izvore energije. Uz to, nedostatak
standardiziranih i samodostatnih procesa za biokonverziju lignocelulozne biomase dodatno

usporava njezinu Siroku primjenu.
2.1.2 Struktura i sastav lignocelulozne biomase

Lignocelulozna biomasa posjeduje sloZzenu strukturu koja se pretezno sastoji od polisaharida,
fenolnih polimera i proteina. Ima kompleksnu prostornu organizaciju, u kojoj je celuloza
(polimer ugljikohidrata) okruzena gustim slojem kojeg €ine hemiceluloza (drugi polimer
ugljikohidrata) i lignin (aromaticni polimer) (Yousuf i sur., 2020). Hemiceluloza je povezana s
celulozom medu- i unutar-molekulskim vodikovim vezama, s ligninom esterskim i eterskim
vezama. Hemiceluloza takoder formira kovalentne veze s ligninom (Viikari i sur.,2009).
Navedeni polimeri ¢vrsto su vezani jedan uz drugog te predstavljaju vise od 90 % suhe tvari
biljne stanice, a udio svakog od njih varira ovisno o vrsti biljke, godini uzgoja, periodu zetve te

razli¢itim dijelovima biljke (Bocchini Martins i sur., 2011).

Celuloza je najrasprostranjeniji biopolimer u prirodi i jedan od kljuénih sastojaka stani¢nih
stijenki vecine biljaka (Khandelwal i Windle, 2013). Kao homopolisaharidni polimer, sastoji se
od molekula B-D-glukopiranoze povezanih 3-1,4-glikozidnim vezama. Molekule celuloze imaju
linearni oblik, a osnovna jedinica je celobioza, dimer koji nastaje povezivanjem dviju molekula
glukoze (Semencenko i sur., 2011). Stani¢ne stijenke biljnih stanica posjeduju mehanicku
CvrstoCu zahvaljujuéi upravo celulozi. Njezina struktura je polukristalna, sto podrazumijeva
izmjenu kristalini¢nih i amorfnih regija.Kristalinicne regije su kohezivne i ¢vrste, formirane
paralelnim rasporedom linearnih lanaca, $to dovodi do formiranja intermolekulskih vodikovih
veza. Ove vodikove veze doprinose netopljivosti celuloze i niskoj reaktivnosti, ¢ime se
povecava otpornost celuloze na kiselinsku hidrolizu i otezava prodiranje vode. S druge strane,
amorfne regije tvore celulozni lanci koji su manje organizirani, pristupacniji enzimima i
podlozniji hidrolizi (Bocchini Martins i sur., 2011). Amorfne regije u strukturi celuloze
omogucuju higroskopnost koja utje€e na elasti¢nost celuloznih vlakana, omoguc¢avajuci im da

vezu vodu iz okoline, §to rezultira njihovom fleksibilno$cu i prilagodljivoScu.

Hemiceluloza je drugi najzastupljeniji obnovljivi biopolimer ¢ini 25-35% lignocelulozne
biomase (Saha, 2003). Rijec je o heterogenom polimeru sastavljenom od pentoza (D-ksiloza,
D-arabinoza), heksoza (D-manoza, D-glukoza, D-galaktoza) i acetiliranih Seéera. Prema
svojoj strukturi i glavnoj Se¢ernoj jedinici koja se u njoj nalazi, hemiceluloza se moZze podijeliti
u Cetiri glavne vrste: ksilan, manan, ksiloglukan i glukan (Quaseem i sur., 2021). Glavni

predstavnik, ksilan, je linearna hemiceluloza Ciji se osnovni lanac sastoji od jedinica ksiloze



(Rennie i Scheller, 2014). Sadrzaj i struktura hemiceluloze variraju ovisno o vrsti biljke. Na
primjer, tvrdo drvo, jednogodiSnje biljke i Zitarice u svom sastavu imaju dominantno ksilan, dok
meko drvo pretezno sadrzi glukomanan (Sun, 2010). Polimerni lanci hemiceluloze imaju
kratke grane i amorfnu strukturu, a zbog manje organiziranih polimera olak$ano je prodiranje
vode i djelovanje enzima. Upravo amorfne regije hemiceluloze omogucava brzu i lakSu
hidrolizu, stoga se hemiceluloza razgraduje brZze nego celuloza. U lignoceluloznoj biomasi
prisutne su intermolekularne vodikove veze izmedu celuloze i hemiceluloze, kao i izmedu
razliitih lanaca celuloze. Takoder, postoje intramolekularne vodikove veze unutar celuloze,
ksilana i glukomanana (Zhang i sur., 2011). Ove interakcije klju¢ne su za strukturni integritet i

fleksibilnost stani¢ne stijenke biljaka.

Lignin je klju¢ni sastojak stani¢nih stijenki biljaka, osobito u kori i drvetu, gdje Cini oko 25%
mase lignocelulozne sirovine. Ovaj polimer ima sloZzenu trodimenzionalnu strukturu koja se
sastoji od tri razliCite fenilpropanske jedinice: p-kumaril alkohola, koniferil alkohola i sinapil
alkohola. Pretezno amorfne prirode, lignin se odlikuje &vrstoCom i rigidnoS¢u zahvaljujuci
umrezenim fenolnim polimerima unutar svoje strukture. Lignin je povezan s hemicelulozom
putem kovalentnih i nekovalentnih veza, pri ¢emu a-eterska veza predstavlja primarnu
interakciju izmedu lignina i ugljikohidrata, konkretno izmedu lignina i C-6 pozicije manoze
(Nishimura i sur., 2018). Buduci da se celulozna vlakna ugraduju u matriks hemiceluloze i
lignina, lignin istovremeno predstavlja i fizicku barijeru za kontakt izmedu celulolitiCkih enzima
i supstrata (lveti¢ i Antov, 2014). Nadalje, odgovoran je za nepropusnost te zastitu od
mikroorganizama i oksidacijskog stresa (Maki-Arvela i sur., 2012). Medutim, ova kompleksna
struktura otezava izdvajanje i proCiS¢avanje ovih triju komponenti, $to rezultira teSkom

prirodnom degradacijom lignocelulozne biomase.
2.1.3. Predobrada lignocelulozne biomase

Lignoceluloza je kemijski stabilna i slozena tvar koja se teSko razgraduje, Sto Cini predobradu
ove sirovine kljuénim korakom u proizvodnji visokovrijednih proizvoda. Mikroorganizmi ne
mogu Koristiti lignocelulozu u njenom izvornom obliku, ve¢ samo jednostavnije komponente
poput celuloze i hemiceluloze. U¢inkovitost predobrade direktno utjeCe na dostupnost
supstrata, rast mikroorganizama i proizvodnju vrijednih metabolita. Ciljevi predobrade
uklju€uju uklanjanje lignina i hemiceluloze, smanjenje kristalicnosti celuloze te povecanje
poroznosti sirovine. Osim toga, predobrada treba osigurati formiranje fermentabilnih Secera,
sprijeCiti gubitak ugljikohidrata, izbjeéi nusproizvode koji inhibiraju hidrolizu i fermentaciju te
biti ekonomski isplativa (Kumar i sur., 2009). Postoje razliite metode predobrade, koje se
dijele na fiziCke, kemijske i bioloSke (Busi¢ i sur., 2018; Kostylev i Wilson, 2012). Ove metode

igraju kljuénu ulogu u optimizaciji procesa i povecaniju isplativosti proizvodnje.



2.1.3.2. BioloSka predobrada

Medu razli€itim strategijama za pretvorbu lignocelulozne biomase u fermentabilne Secere,
bioloSka predobrada se smatra efikasnom i odrzivom. Ova metoda koristi lignoceluloliticki
potencijal odredenih mikroorganizama kako bi smanijila otpornost lignocelulozne biomase,
Cime se poboljSava proces saharifikacije uz pomo¢ hidrolitiCkih enzima. BioloSka predobrada
moze uklju€ivati direktno uzgajanje mikroorganizama na lignocelulozi ili primjenu njihovih
enzima (Kumar i Chandra, 2020). Enzimska hidroliza pomoéu mikroorganizama ukljucuje
interakciju nekoliko enzima, pri ¢emu enzimski sustav obuhvaéa tri glavne vrste enzima:

celulaze, hemicelulaze i ligninaze, uz nekoliko pomoc¢nih enzima (Okeke i sur., 2024).

Ovaj proces je ekoloski prihvatljiv i ekonomski isplativ, jer ne zahtijeva kemikalije, ima nisku
potrosnju energije i ne oslobada toksi¢ne inhibitore. Nadalje, enzimska predobrada i hidroliza
provode se pod blagim uvjetima, §to dodatno povecava udinkovitost procesa. lako dolazi do
gubitka Secera uslijed asimilacije mikroorganizama, taj se gubitak moZe nadoknaditi
koriStenjem enzima umijesto samih mikroorganizama. Dodatno, primjena kombiniranih
pristupa, poput simultane saharifikacije i fermentacije ili simultane predobrade i saharifikacije,
znacajno smanjuje energetske zahtjeve i troSkove. Nasuprot tome, tradicionalne metode
predobrade, ukljuCujuéi fiziCke, kemijske i fizikalno-kemijske procese, zahtijevaju visoku
potrosnju energije, a samo djelomi¢no razgraduju lignoceluloznu biomasu i proizvode toksi¢ne

nusprodukte, sto ih €ini ekonomski i ekoloski neodrzivima.

Sirovi, djelomi¢no procisceni ili proCiséeni lignocelulolitiCki i hidroliticki enzimi mogu se
primijeniti za ucinkovitu pretvorbu lignocelulozne biomase u brojne vrijedne proizvode. Ovaj
postupak predobrade ovisi 0 sastavu biomase i vrsti enzima koji se primjenjuju (Michalska i
sur., 2015). Imobilizirani mikroorganizmi i enzimi mogu se viSekratno koristiti za vazne
industrijske biotehnoloSke procese (Anu i sur., 2023). Medutim, inhibicija produktom, termi¢ka
inaktivacija, inhibicija supstratom, nizak prinos proizvoda i visoki troSkovi enzima Cine ih

neprikladnima za procese biokonverzije.

lako bioloSka predobrada i konsolidirani bioprocesni sustavi imaju veliki potencijal, njihova Sira
primjena je ograniCena iz nekoliko razloga. BioloSka predobrada je sporija u usporedbi s
fizickim i kemijskim metodama (Anu i sur., 2020). Proizvodnja etanola iz lignocelulozne
sirovine zahtijeva visoke troSkove i zna€ajnu potroSnju energije. Tijekom ovog bioprocesa
dolazi do gubitka polimernih i monomemih Seéera kroz njihovu konverziju u mikrobnom
metabolizmu. Takoder, primjetan je nedostatak odgovaraju¢ih mikroorganizama koji mogu
provoditi u€inkovitu predobradu, saharifikaciju i fermentaciju, uklju€ujuéi sojeve koji mogu

metabolizirati C6 i C5 Secere. Osim toga, vecina mikroorganizama ne moze Kkoristiti lignin i



njegove degradirane proizvode stoga oni ostaju neiskoriSteni u hranjivoj podlozi. Ipak, s

razvojem znanosti i tehnologije pojavljuju se nove metode za prevladavanje ovih izazova.

2.2. Lignoceluloliti€ki enzimi

LignocelulolitiCki enzimi karakteriziraju se kao skupina enzima sposobnih za razgradnju
lignocelulozne biomase na njene monomerske jedinice, ¢ineci je dostupnom za biokonverziju
u razne proizvode i primjene u najrazli€itijim industrijama (Benatti i Polizeli, 2023). Enzimi
djeluju kao katalizatori u Zivim organizmima tj. reguliraju brzinu biokemijskih reakcija. Osim
toga, enzimi pomazu i poti¢u pretvaranje supstrata u korisne krajnje proizvode metabolizma
jer stvaraju odgovarajuce uvjete za odvijanje biokemijskih reakcija (Karigar i Rao, 2011). Svi
poznati enzimi spadaju u jednu od sedam glavnih klasa enzima: oksidoreduktaze, transferaze,
hidrolaze, liaze, izomeraze, ligaze i translokaze (de Souza Vandenberghe i sur., 2020).
IstraZivanja pokazuju da se lignocelulolitC¢ki enzimi mogu karakterizirati kao velika grupa
uglavnom ekstracelularnih proteina, koja ukljuCuje ligninoliticke enzime (peroksidaze i
oksidaze) i hidroliticke enzime (celulaze, hemicelulaze, pektinaze, hitozane, amilaze,

proteaze, esteraze i mananaze) (Godliving, 2012).
2.2.1. Celulaze

Celulaze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu B-1,4-glikozidnih veza prisutnih u molekulama
celuloze, oslobadajuci njihove monomerske podjedinice. Ovisno o nacinu djelovanja i
specificnosti prema supstratu, celulaze se mogu klasificirati u tri glavne vrste: endoglukanaze,
egzoglukanaze (ili celobiohidrolaze) i B-glikozidaze (Sharma i Yazdani, 2016). Endoglukanaze
(EC 3.2.1.4) kataliziraju nasumiéno razbijanje unutarjih B-1,4-glikozidnih veza u amorfnim
dijelovima celuloznog lanca. One pronalaze povrSinska mjesta duz molekula celodekstrina i
umecu molekulu vode u B-(1,4) vezu, stvarajuci nove parove reducirajucih i nereducirajucih
krajeva, koji su zatim izlozeni djelovanju egzoglukanaza. Egzoglukanaze (EC 3.2.1.91; EC
3.2.1.176) razgraduju te krajeve, postupno oslobadajuci celobiozu. Naposljetku, B-glikozidaze
(EC 3.2.1.21) igraju kljuénu ulogu u zavrSnom koraku hidrolize celuloze, razgradujudi
celobiozu i oslobadajuéi dvije molekule glukoze (Horn i sur., 2012). Za potpunu hidrolizu
celuloze neophodna je sinergijska suradnja ovih enzima. Tek kada ova tri enzima rade
zajedno, celuloza se moze potpuno hidrolizirati u glukozu ili mineralizirati u H.O i CO..
Sporedni proizvodi hidrolize celuloze su Seceri koji sluze kao izvori ugljika i energije za

mikroorganizme (Saini i sur., 2015).



2.2.2. Hemicelulaze

Kao i kod celuloze, potpuna hidroliza i degradacija hemiceluloze zahtijeva sinergijsko
djelovanje niza enzima (Okeke i sur., 2024). Ovi enzimi, poznati kao hemicelulaze, djeluju
razbijajuci postoje¢e glikozidne veze izmedu ugljikohidrata, a takoder podrZzavaju i druge
glikohidrolaze u uklanjanju metilnih i acetilnih skupina s povrdine hemiceluloze (Houfani i sur.,
2020). Hemicelulaze se mogu podijeliti u dvije glavne klase: one s depolimerizirajuéim
djelovanjem, koje hidroliziraju glikozidne veze glavnog lanca (ksilanaze, glukanaze i
mananaze), te pomoéne enzime koji razbijaju esterske i glikozidne veze boénih lanaca
hemiceluloze (a-L-arabinofuranozidaza, acetil ksilan esteraze, B-glukuronidaza, glukuronil
esterase i ferulinska kiselina esteraze) (Shrivastava i sur., 2023). Medu svim tim enzimima,
ksilanaze predstavljaju glavnu klasu enzima koji sudjeluju u hidrolizi hemiceluloze (Okeke i
sur., 2024). Kombinirano djelovanje tri znacajna enzima - endoksilanaze, egzoksilanaze i 3-
ksilozidaze - kljuéno je za razgradnju okosnice ksilana u hemicelulozi. Endoksilanaze (EC
3.2.1.8) razbijaju B-1,4 veze u okosnici ksilana, dok egzoksilanaze (EC 3.2.1.37) hidroliziraju
B-1,4 veze ksilana s nereducirajucih krajeva i oslobadaju ksilooligosaharide. Naposljetku, (-
ksilosidaze razbijaju ksilobiozu i ksilooligosaharide, $to rezultira oslobadanjem ksiloze
(Chukwuma i sur., 2020).

2.2.3. Ligninaze

Buducdi da lignin Cini aromatski i hidrofobni polimer sastavljen od fenolnih i nefenolnih dijelova,
odlikuje se slozenom strukturom koja mu pruza visoku otpornost na djelovanje hidrolaza (Li i
sur., 2016). Stoga se njegova depolimerizacija i degradacija odvijaju kroz nekoliko oksidativnih
reakcija koje dovode do oslobadanja nusproizvoda s manjom stabilno$¢u. Enzimi uklju€eni u
ovaj enzimski sustav oksidativhe degradacije lignina nazivaju se ligninazama i dijele se u dvije
glavne skupine: peroksidaze i oksidaze (Pollegioni i sur., 2015). Peroksidaze su enzimi koji
zapocinju depolimerizaciju lignina putem oksidacijskih reakcija koje dovode do stvaranja
slobodnih radikala i aniona u prisutnosti vodikovog peroksida (Okeke i sur., 2024). Postoje
Cetiri poznate klase peroksidaza koje sudjeluju u ovom procesu: lignin peroksidaze, mangan
peroksidaze, svestrane peroksidaze i peroksidaze za izbjeljivanje (Chukwuma i sur, 2020).
Lignin peroksidaze (EC 1.11.1.14) su glikoproteini s hem grupama koji igraju klju¢nu ulogu u
depolimerizaciji lignina. Ovi enzimi provode oksidaciju i degradaciju razli€itih fenolnih spojeva
uklanjanjem elektrona u prisutnosti vodikovog peroksida kao supstrata (Janusz i sur., 2017).
Grupu oksidaza najviSe predstavljaju lakaze (EC 1.10.3.2), bakreni enzimi koji se sastoje od
monomernih, dimernih i tetramernih glikoproteina (Claus, 2004). Sadrze tri koordinatno
povezana atoma bakra, ¢ime odrzavaju aktivha mjesta aminokiselina (Dwivedi i sur., 2011).

Oksidativna aktivnost ovih enzima ukljuCuje oksidaciju Cetiri elektrona iz aromatskih i



nearomatskih jedinica supstrata, nakon ¢ega slijedi redukcija molekularnog kisika u prisutnosti
vode. Lakaze djeluju na oksidaciju fenolnih jedinica, uz gubitak elektrona i stvaranje
nestabilnih slobodnih radikala (Guimarées i sur., 2017).

2.2.4. Primjena lignocelulolitickih enzima u industriji

LignocelulolitiCki enzimi imaju Siroku primjenu u industriji hrane i pi¢a. Koriste se za ekstrakciju
i bistrenje sokova, poboljSavajuéi prinos i aromu te smanjujuci viskoznost (de Souza i
Kawaguti, 2021). U pekarstvu, ksilanaze omekSavaju tijesto i poboljSavaju kvalitetu, dok
lakaze povecéavaju stabilnost i mekocéu kruha (Singh i Gupta, 2020; Mandal, 2015). U sto¢noj
hrani poboljSavaju razgradnju vlakana i nutritivnu kvalitetu krmiva (Lobedanz i sur., 2016). U
pivarskoj industriji enzimi olak8avaju i ubrzavaju proces glavnog vrenja i kvalitetu piva, dok
lakaze uklanjaju fenolne spojeve, poboljSavajuci boju i stabilnost pic¢a (de Souza i Kawaguti,
2021; Bilal i Igbal, 2019). Osim toga, oksidacijom polifenola produljuje se rok trajanja vina i

piva te poboljSava njihova kvaliteta (Chakraborty i sur., 2016).

U tekstilnoj industriji, enzimi su ekolodka alternativa kemikalijama za procese poput pranja i
izbjeljivanja (Madhu i Chakraborty, 2017). Celulaze se koriste za obradu pamuka i uklanjanje
nedisto¢a iz pamucnih tkanina (Rahman i sur., 2020). Enzimi smanjuju oste¢enja vlakana i
potroSnju vode tijekom izbjeljivanja, dok lakaze djeluju na indigo boje (Zhang i sur., 2018).
Takoder, lignoceluloliticki enzimi poboljSavaju kvalitetu tkanine u procesu njenog poliranja
(Bussler i sur., 2021). Naposljetku, otpad iz tekstilne industrije takoder se moze tretirati

lignocelulolitickim enzimima (Shindhal i sur., 2020).

Opskrba Cistom celulozom za proizvodniju papira znacajno je smanjena, poti¢uéi industriju da
se oslanja na poljoprivredni i papirni otpad (Nathan, 2022). Pretvorba lignoceluloznog otpada
u papir ukljucuje razli€ite procese kao $to su priprema, prerada, obnova i izbjeljivanje (Bajpai,
2015). Od 1980-ih, primjena lignocelulolitiCkih enzima se povecala, ukljuCuju¢i bioloSko
izbjeljivanje, uklanjanje tinte i obrada otpadnih voda. U procesu uklanjanja tinte, enzimi
razgraduju veze izmedu vlakana papira i Cestica tinte (Hasanin i sur., 2020). U procesu
bioloSkog izbjeljivanja lignin se odvaja od celuloze s pomocu ksilanaza, celulaza i lakaza,
poboljSavajuci izgled i svjetlinu papira (Gupta i sur., 2022; Hussain i sur., 2022; Singh i sur.,
2016).

Proizvodnja biogoriva znacajno je porasla i smatra se kljuénom alternativom za rjeSavanje
klimatske krize i smanjenje emisija staklenickih plinova (Haus i sur., 2020). Druga generacija
biogoriva, koja ne konkurira prehrambenim usjevima, proizvodi se iz lignocelulozne biomase,

uklju€ujuci poljoprivredne i prehrambene ostatke (Thompson i Meyer, 2013). Zbog slozene



strukture lignocelulozne biomase, SeCeri se ne mogu fermentirati standardnim
mikroorganizmima. Stoga, proizvodnja ovih goriva ukljuCuje predobradu, hidrolizu i
fermentaciju, pri ¢emu se lignocelulozna biomasa kovertira u fermentabilne Secere i dalje u
biogoriva poput bioplina, bioetanola ili biovodika (Saravanan i sur., 2022). Primjena
lignocelulolitiCkih enzima u predobradi i hidrolizi sirovina zna¢ajno je porasla zbog smanjenja
negativnih utjecaja biogoriva na okoli§ (Bangaru i sur., 2022). U¢inkovite enzimske mjeSavine
sadrZze uglavnom celulaze, hemicelulaze i ligninaze (Pasin i sur., 2020). Istrazivanja se
fokusiraju na razvoj mikroorganizama za razgradnju lignocelulozne biomase s visokim
prinosom proizvoda vece dodane vrijednosti, ukljuCujuci i geneticku modifikaciju radnih
mikroorganizama (Saravanan i sur, 2022). Visoka cijena komercijalnih enzima ostaje
ograniCavajuci faktor, no imobilizacija enzima nudi rjeSenje za njihovu viSekratnu upotrebu i

hiperaktivaciju (Rajnish i sur., 2021).

Industrijalizacija i masovna upotreba pesticida u poljoprivredi uzrokuju zna€ajnu kontaminaciju
tla, vode i zraka. Bioremedijacija koristi biljke, mikroorganizme ili njihove enzime za
detoksikaciju i transformaciju zagadivaca u okoliSu (Li i sur., 2020). Oksidoreduktaze, poput
lignin peroksidaza, mangan peroksidaza, svestranih peroksidaza i lakaza, pokazuju potencijal
za razgradnju tvari koje zagaduju okoli§ (Kumar i Chandra, 2020; Gouma i sur., 2014). Lakaze,
na primjer, kataliziraju reakcije koje razgraduju fenolne spojeve, pesticide, herbicide, fungicide

i farmaceutske spojeve (Bilal i Igbal, 2019).

2.3. Proizvodnja lignocelulolitickih enzima
2.3.1. Postupak proizvodnje enzima

Biotehnolo$kim postupcima se uz pomoc¢ razli€itih radnih mikroorganizama obnovljive sirovine
konvertiraju u proizvode vec¢e dodane vrijednosti, poput enzima, organskih kiselina, alkohola
i polimera (Al-Magtari i sur., 2019). Krajnji proizvodi bioprocesa, kao sto su etanol i mlije¢na
kiselina, djeluju kao akceptori protona, pri ¢emu se NADH reciklira u NAD*, omogucujuci
stanici da nastavi proizvoditi energiju putem glikolize fosforilacijom na razini supstrata. Dakle,
kako bi odrzali energetski balans, mikroorganizmi stvaraju brojne krajnje proizvode

metabolizma.

Trenutacno se koriste dvije tehnike za proizvodnju lignocelulolitiCkin enzima, kako u
laboratorijskom tako i u industriskom mijerilu: submerzna proizvodnja (engl. submerged
fermentation - SmF) i proizvodnja na ¢vrstom supstratu (engl. solid state fermentation - SSF)

(Benatti i Polizeli, 2023). Prva metoda definira se kao proizvodnja u kojoj su supstrat i radni
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mikroorganizam uronjeni u tekucu hranjivu podlogu. Nasuprot tome, proizvodnja na ¢vrstom
ili poluévrstom supstratu odvija se na supstratu s vrlo malo ili bez slobodne vode, pri ¢emu

radni mikroorganizam uglavnom raste na povrsini supstrata (Singh i sur., 2021).
2.3.1.1. Submerzna proizvodnja enzima

Submerzna proizvodnja je proces koji uklju€uje uzgoj paZljivo odabranih mikroorganizama u
zatvorenim bioreaktorskim sustavima koji sadrZze bogatu hranjivu podlogu i dostupnu
koncentraciju otopljenog kisika potrebnog za rast radnog mikroorganizma. Tijekom koristenja
supstrata iz hranjive podloge, mikroorganizmi oslobadaju Zeljene enzime (Renge i sur., 2012).
Sarzni i kontinuirani postupci proizvodnje su uobitajene tehnike submerzne proizvodnje
enzima. U SarZznom bioprocesu, sterilizirana hranjiva podloga inokulira se s radnim
mikrooorganizmom, nakon ¢ega se bioproces odvija sve dok se ne potrosi limitirajuci supstrat,
najceSc¢e izvor ugljika, iz hranjive podloge. S druge strane, kod kontinuiranog bioprocesa,
sterilizirana hranjiva podloga ulazi u bioreaktor odredenom brzinom razrjedenja, a istom
brzinom izlazi konvertirana hranjiva podloga. Ovaj postupak osigurava stabilnost bioprocesa
uz konstantan nadzor njegovog odvijanja. Parametri poput temperature, pH vrijednosti,
potroSnje kisika i stvaranja ugljikovog dioksida pazljivo se mjere i kontroliraju kako bi se
odredili optimalni uvjeti za vodenje odredenog bioprocesa. Buduc¢i da submerzna proizvodnja
omogucava bolju kontrolu parametara bioprocesa te daje ve¢u pouzdanost i ponovljivost,
Cesce se koristi za industrijsku proizvodnju enzima u usporedbi s proizvodnjom na ¢vrstom ili
poluévrstom supstratu (Singh i sur., 2021). Medutim, submerzna proizvodnja ima i odredene
nedostatke, poput visoke potroSnje energije, potrebe za vecim ulaganjima s manjom

produktivno$éu (i prinosom) uz dulje vrijeme trajanja bioprocesa (Hansen i sur., 2015).
2.3.1.2. Proizvodnja enzima na ¢vrstom ili poluévrstom supstratu

Proizvodnja enzima na ¢&vrstom ili poluévrstom supstratu podrazumijeva uzgoj
mikroorganizama supstratima poput zitarica, rizinih i pSeniénih mekinja, bagase ili celulozne
kase (Renge i sur., 2012). Ovaj nacin proizvodnje koristi razli€ite nusproizvode kao supstrate
za uzgoj mikroorganizama, pri ¢emu se naj¢es¢e odvija relativno spor i kontinuiran proces
potroSnje supstrata. Odabir supstrata temelji se na razli¢itim parametrima, prvenstveno na
cijeni i dostupnosti, ali i na veli€ini Cestica te udjelu vode. Proizvodnja na Cvrstom ili
poluévrstom supstratu nudi brojne prednosti u odnosu na submerznu proizvodnju, uklju€ujuci
visoku volumetrijsku produktivnost, relativno visoku koncentraciju proizvoda, smanjenu
koli¢inu otpadnih voda i jednostavniju opremu. lako supstrat zahtijeva odrzavanje odredenog
udjela vode potrebne za rast radnog mikroorganizma, ovaj nacin proizvodnje omogucava

relativnu dobru prilagodbu mikroorganizama na supstrat (Prevot i sur., 2013).
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2.3.1.3. Bioreaktori u mikrobnoj proizvodnji enzima

Razli¢ite vrste bioreaktora mogu se primijeniti u oba nacina proizvodnje enzima. Bioreaktori
trebaju osigurati in vitro uvjete za uzgoj radnih mikroorganizama s ciljem proizvodnje Zeljenih
enzima iz supstrata (Ramesh i sur., 2019). U submerznoj proizvodnji, najéesc¢i su bioreaktori
s mehanickim mijeSalom ili bioreaktori mijeSani zrakom (uklju€ujuéi i barbotirajuce kolone). U
proizvodnji enzima na ¢vrstom ili polu€vrstom supstratu, bioreaktori se dijele u Cetiri skupine:
bioreaktori s povrdinskim uzgojem u tavama, bioreaktori s nasutim slojem, bioreaktori s
fluidiziranim slojem i bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem (Singh i sur., 2021). Odabir
odgovarajuéeg nacina uzgoja i bioreaktora ovisi o brojnim &imbenicima, ukljucujuéi vrstu
radnog mikroorganizma i supstrata. Glavni kriteriji za takav odabir uklju€uju: adekvatan
prijenos mase, male sile smicanja, sterilnost, aeraciju, kontrolu pH i temperature, nisku
potrosnju energije, odgovarajuéu granulaciju supstrata i u€inkovit sustav mije$anja i prijenosa

mase (Pino i sur., 2018).
2.3.2. Mikroorganizmi u proizvodnji lignocelulolitiCkih enzima

Neke arheje, poput vrsta iz rodova Pyrococcus, Sulfolobus, Thermogladius i Thermofilum,
opisane su kao potencijalni razgradivaci lignocelulozne biomase (Suleiman i sur., 2020).
Vecina njih zivi u ekstremnim uvjetima na poveéanim temperaturama, pH i salinitetom, to ih

¢ini pogodnim za industrijske procese poput predobrade i konverzije lignocelulozne biomase.

Bakterije su takoder vazni mikroorganizmi za proizvodnju lignocelulolitickih enzima zbog svoje
prilagodljivosti promjenama pH i temperature, fleksibilnosti prema potrebama za kisikom te
relativno velikim potencijalom za geneticke modifikacije (Chukwuma i sur., 2021).
Lignoceluloliticki enzimi su prisutni kod mnogih vrsta, uklju€ujuéi aerobne i anaerobne, pri
¢emu se medusobno razlikuju po prinosu i konaénim broju proizvoda metabolizma. Najvedi
broj ovih bakterija dolazi iz rodova Bacillus, Acinetobacter, Cellulomonas, Clostridium i
Pseudomonas, uz prisustvo i drugih rodova koji imaju lignoceluloliticku aktivnost (Chukwuma
i sur., 2021).

lako bakterije i arheje imaju odredene prednosti u proizvodniji lignocelulolitickih enzima,
filamentozne gljive se naj¢escée proucavaju za razgradnju lignocelulozne biomase (Muaaz-Us-
Salam i sur., 2020). Filamentozne gljive sastoje se od hifa s perforiranim zidovima (septama)
koji omogucuju prolazak proteina i njihovu sekreciju kroz staniénu membranu (Shoji i sur.,
2014). Njihova sposobnost izlu€ivanja velikih koli€¢ina enzima u ekstracelularno okruzenje
olakSava prikupljanje ovih enzima. Vrste Aspergillus i Trichoderma, iz koljena Ascomycota,

najpoznatiji su primjeri celuloliti¢nih plijesni u industriji, odgovorne za viSe od 50 % istraZivanja
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vezanih uz celulaze. Poznate su kao gljive mekog truljenja, koje uzrokuju o$tecenja u
staninim zidovima biljaka (Liu i sur., 2021). ProteomicCka istrazivanja pokazala su da
Aspergillus niger i Trichoderma reesei posjeduju Sirok spektar enzima, ukljuujudi
celobiohidrolaze, endoglukanaze i hemicelulaze (Borin i sur., 2015). Osim njih, i drugi rodovi
filamentoznih gljiva, poput Penicillium, Fusarium i Rhizopus, znacajni su industrijski
proizvodaci ovih enzima (Rastegari, 2018). Osim Ascomycota, genomske analize plijesni iz
koljena Basidiomycota pokazale su da posjeduju dva enzimska sustava: hidrolitiCki sustav za
razgradnju celuloze i hemiceluloze te oksidativni sustav za oksidaciju i razgradnju lignina, koji
ukljuCuje lakaze i nekoliko peroksidaza (Makela i sur., 2020). Ove basidiomicete obuhvacaju
gljive s bijelim i smedim truljenjem, nazvane tako jer napadaju stani¢nu stijenku biljaka,
ostavljajudi je s vlaknastom teksturom u izbijeljenoj ili smedoj boji (Makela i sur., 2020). Medu
njima se istiCu vrste nekih rodova poput Phlebia, Pleurotus, Phanerochaete, Trametes,
Polyporus i Lentinus (Liu i sur., 2020; Okal i sur., 2020).

2.4. Lignoceluloliti¢ki kvasci u prirodi

Kvasci su jednostani¢ni mikroorganizmi koji su, zajedno s plijesnima i gljivama, klasificirani
kao ¢lanovi Kraljevstva gljiva (fungi). Kvasci koji razgraduju celulozu i ksilan mogu se izolirati
iz prirode kako bi se istrazila njihova svojstva razgradnje polisaharida i koristenje proizvoda

hidrolize za rast ili pretvorbu u korisne proizvode.

lako su mnoge filamentozne gljive poznate po koristenju netopljive, kristalne celuloze (poput
Avicela, filtriranog papira (FP) i a-celuloze) kao jedinog izvora ugljika, kod kvasaca ova
sposobnost nije jasno potvrdena. Veéina celulaza u kvascima djeluje samo na topljive derivate
celuloze, kao sto su karboksimetil celuloza (CMC) ili hidroksietil celuloza (HEC). Ipak, Giese i
sur. (2017) i de Souza i sur. (2013) izvijestili su da neki sojevi iz roda Trichosporon i
Cryptococcus mogu rasti na Avicelu i proizvoditi enzime aktivne na Avicelu, FP-celulozii CMC-
u. Najvecu aktivnost celulaze pokazali su Tr. laibachii, Tr. moniliiforme i Cr. laurentii. Takoder,
kvasci iz roda Candida (C. homilentoma, C. kashinagacola, C. tropicalis, C. utilis) i tropski
isolati Aureobasidium pullulans pokazali su aktivnost ili sposobnost rasta na kristalnoj celulozi
(Mattam i sur., 2016; Yun i sur., 2015; Kudanga i Mwenje, 2005; Villas-Boas i sur., 2002).
Medutim, njihov ograniCeni rast i vrlo niske razine aktivnosti celulaze sugeriraju da kvasci ne

mogu ucinkovito koristiti netopljivu celulozu.

Nasuprot tome, proizvodnja celulolitickin enzima koji djeluju na topljive oblike celuloze,
uklju€ujuci celulo-oligosaharide, zabiljezena je u mnogim vrstama kvasaca. KoriStenje CMC-
a kao enzimskog supstrata oslabilo je zna¢enje pojma "celulolitiCki", jer mnogi mikroorganizmi

koji ne mogu razgraditi celulozu mogu hidrolizirati CMC ili druge topljive derivate celuloze
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koristeci 3-1,3-B-1,4-glukanazu (Lynd i sur., 2002). Takvu aktivnost su pokazali neki sojevi iz
rodova Cryptococcus, Trichosporon, Debaryomyces, Aureobasidium, Myriangiale i Candida
(poput C. homilentoma, C. kashinagacola, C. tropicalis) koji su izolirani iz razli€itih stanista,
uklju€ujuci uzorke iz tla i ambrozijskih kukaca (Giese i sur., 2017; Jaiboon i sur., 2016; Mattam
i sur., 2016; Gomes i sur., 2015; Yun i sur., 2015; Korhola i sur., 2014; Augustin, 2000). CMC-
aze su takoder proizveli psihrotolerantni sojevi kvasaca iz vrsta Rhodotorula, Mrakia,
Cryptococcus, Aureobasidium, Leuconeurospora i Tetracladium (Carrasco i sur., 2016;
Krishnan i sur., 2011; Pathan i sur., 2010; Chi i sur., 2009).

U usporedbi s ograni€enim brojem kvasaca koji su sposobni rasti na celulozi, sposobnost
kvasaca da koriste ksilan kao jedini izvor ugljika prili¢no je rasprostranjena. Veliki broj sojeva
koji proizvode ksilanaze izoliran je iz razli¢itih okruZenja, uklju€ujuci tlo, trulo drvo, razgradenu
bagasu Secerne trske, tropske mo&varne Sume i crijeva insekata koji se hrane biljkama.
Suchova i sur. (2022) izvijestili su da kvasci iz rodova Aureobasidium, Blastobotrys, Candida,
Cryptococcus, Meyerozyma, Scheffersomyces, Sugiyamaella i Trichosporon dosliedno

pokazuju visoke razine ksilanolitiCke aktivnosti.
2.5. Primjena kvasaca u biotehnoloskim procesima
2.5.1. Potencijal kvasaca u proizvodniji lignocelulolitiCkih enzima

Medu razli¢itim skupinama mikroorganizama, enzimski potencijal kvasaca jos uvijek nije toliko
istrazen kao onaj bakterija i plijesni (Arman i sur., 2020). Ipak, kvasci nude brojne prednosti
kao proizvodaci enzima, posebno celulaza i ksilanaza. Prednost ovih proizvodaca enzima lezi
u njihovoj sposobnosti prirodne ekspresije gena za hidrolitiCke enzime, kao i u u€inkovitoj
regulaciji unosa i katabolizma ugljikohidrata. Kvasci se Cesto smatraju boljim izborom od
bakterija za biotehnoloSku proizvodnju, zahvaljujuéi jednostavnijim procesima izdvajanja i
otpornosti na bakterijsku ili virusnu kontaminaciju (Adelabu i sur., 2019). Nadalje, kvasci su
modelna eukariotska skupina koja se moze uzgajati u kracéem razdoblju od plijesni i lako se
genetski modificira (de Souza i Magalhdes, 2010). Na primjer, kvasci se mogu genetski
modificirati za razgradnju polisaharida s pomoc¢u heterolognih gena, koristeéi poznate
industrijske ili laboratorijske sojeve poput Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus ili Pichia pastoris (Anandharaj i sur., 2020; Tian i sur., 2019). Ova metoda
omogucuje prilagodbu kvasaca za specifi¢nu razgradnju polisaharida. Takoder, omogucava
koriStenje sojeva koji su prirodno dobri proizvodaci ciljanih proizvoda, zahvaljujuéi svojoj

visokoj produktivnosti i otpornosti na stres u industrijskim uvjetima.
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2.5.2. Primjena kvasaca u konsolidiranom bioprocesnom sustavu

Jedna privlana mogucnost za smanjenje visokih troSkova enzimske hidrolize uz koriStenje
komercijalnih enzimskih koktela je proizvodnja i izlu€ivanje lignocelulolitickin enzima u velikim
koli€inama od strane kvasaca koji se koriste za proizvodnju bioetanola. Jedan od glavnih
cilieva proizvodnje na lignoceluloznim sirovinama je formiranje konsolidiranog bioprocesnog
sustava, gdje se komercijalni enzimi za saharifikaciju potpuno zamjenjuju enzimima koje
proizvode kvasci (Olson i sur., 2012). Ovaj pristup donosi brojne prednosti, ali i odredene
nedostatke. Simultana saharifikacija i fermentacija (SSF) je tehnika koja omogucava
istovremeno izvodenje enzimske hidrolize i fermentacije unutar istog bioreaktora. Ova
kombinacija moze smanijiti broj potrebnih posuda, &ime se smanijuju inicijalni troSkovi. SSF
omogucava trenuta¢nu pretvorbu oslobodenih Secera u odredeni proizvod (npr. etanol), sto
sprjeCava pojavu povratne inhibicije supstratom lignoceluloznih enzima (Teugjas i Valjamae,
2013; Qing i sur., 2010). Ova karakteristika znacajno utje€e na ucinkovitost saharifikacije u
stvarnim industrijskim lignoceluloznim hidrolizatima (Xiao i sur., 2004). Osim toga, SSF
odrZzava razinu slobodnih Secera na niskoj razini, 8to smanjuje rizik od bakterijske
kontaminacije. S druge strane, proces SSF mora se provoditi na temperaturi koju podnose
kvasci (x 35 °C), sto je znatno niZe od optimalne temperature za lignocelulozne enzime (+ 50
— 60 °C). Stoga je potrebno razviti termotolerantne mikroorganizme koji ¢e omoguditi

fermentaciju Seéera na povecéanim temperaturama koje su optimalne za proces saharifikacije.
2.6. Perspektive i unapredenja u primjeni (hemi)celulolitiCkih kvasaca

Veliki potencijal lignocelulolitiCkih, to¢nije (hemi)celulolitiCkih kvasaca u biotehnologiji istaknut
je kroz brojne primjere u literaturi. Istrazivanja usmjerena na identifikaciju i karakterizaciju
prirodnih (hemi)celulolitickin kvasaca prate razvoj inzenjerskih sojeva za biotehnoloske
procese. NajceSée koriSteni sojevi su S. cerevisiae i K. marxianus, koji su dobro poznati i
efikasni. Medutim, enzimske aktivnosti u ovim rekombinantnim sojevima trenutno su niske u
usporedbi s filamentoznim gljivama i superiornim prirodnim kvascima. Dosadas$nji radovi
fokusirali su se na razvoj rekombinantnih celulolitickih sojeva s ciliem proizvodnje bioetanola,
dok su prirodni hemicelulozni kvasci uglavnom koriSteni za generiranje razli¢itih drugih
bioproizvoda. Ipak, moguénosti buduc¢e primjene su znatno Sire, buduéi da kvasci mogu
proizvoditi razlicite biomolekule iz celuloze i ksilana. To uklju€uje istraZivanje novih sojeva i
prirodnih proizvoda, razvoj rekombinantnih sojeva koji ¢e poboljSati hidrolizu polisaharida i
prinos odredenog proizvoda, kao i optimizaciju procesa predobrade biomase kako bi se
osiguralo optimalno uskladivanje s odabranim kvascem. Uz to, vazno je unaprijediti cjelokupni

bioproces, ukljuéujuéi izdvajanje i progi§¢avanje odredenog proizvoda (Suchova i sur., 2022).
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2.7. Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii je halotolerantni i kserotolerantni nekonvencionalni kvasac s velikim
potencijalom za biotehnolodke primjene (Navarrete i Martinez, 2020). Ovaj kvasac moze se
naci u raznim stanistima s niskom aktivnoséu vode, uklju€ujuéi morsku vodu, sir, meso, vino,

pivo, voce i tlo, a takoder u proizvodima s visokim sadrzajem Secera.

Biotehnolo3ka proizvodnja nastoji razviti odrZzive nacine proizvodnje koji smanjuju negativan
utjecaj na okoli§. D. hansenii se istiCe svojom sposobnoS¢u rasta u medijima s velikim
koncentracijama soli, $to smanjuje potrebu za €istom vodom, rizik od kontaminacije i troskove
sterilizacije (Navarrete i sur., 2020; Navarrete i Martinez, 2020). Osim toga, ovaj kvasac moze
koristiti razliCite izvore ugljika i rasti u prisutnosti odredenih inhibitora, $to ga €ini izvrsnom
opcijom za industrijske bioprocesne sustave koji koriste lignoceluloznu i nelignoceluloznu

biomasu (Dyerberg i sur., 2022).

Zahvaljujuéi tim sposobnostima, D. hansenii pokazuje izvanredne osobine u zahtjevnim
uvjetima industrijskih bioprocesa. Jedan od glavnih izazova s kojima se industrija suoCava je
velika koli¢ina otpada koja se generira, a koja moze ozbiljno ugroziti okolis i zdravlje ako se
ne kontrolira. IskoriStavanje potencijala D. hansenii za revalorizaciju otpadnih tokova moze
doprinijeti odrzivom upravljanju otpadom i prijelazu s linearne na kruznu ekonomiju. Iz
otpadnih tokova mogu se dobiti visoko vrijedne kemikalije kao npr. vitamini, antioksidansi i
rekombinantni proteini, uklju€ujuci industrijske enzime i terapijske peptide. Ove karakteristike

¢ine D. hansenii vaznim alatom za postizanje ekoloski prihvatljive i odrzive proizvodnije.

16



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Radni mikroorganizmi

Radni mikroorganizmi koriSteni u ovom istrazivanju bili su kvasci Debaryomyces hansenii JICM
1990, Pachysolen tannophilus JCM 31685, Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 i Yarrowia
lipolytica DSM 21175, koji potje€u iz zbirke mikroorganizama Laboratorija za biokemijsko
inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva, Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Radne kulture ¢uvane su pri 4 °C na

odgovarajuéim krutim hranjivim podlogama, smjestenim u Petrijevim zdjelicama.
3.1.2. Kemikalije, komercijalni enzimi i sirovine

U ovom diplomskom radu koriStene su kemikalije, komercijalni enzimi i sirovine koje su

navedene u tablici 1.

17



Tablica 1. Kemikalije, enzimi i sirovine koriSteni prilikom izrade ovog rada

Kemikalija

Stupanj Cistoce

Proizvodac

3,5-dinitrosalicilna kiselina

Sigma-Aldrich, SAD

(DNS) 298 %
albumin 296 % Sigma-Aldrich, SAD
arabinoza p.a. Kemika, Hrvatska
bakrov(ll)sulfat pentahidrat 99 % Honeywell, SAD
bljestac / Iz Podravine
Briljantno plava G p.a. Sigma-Aldrich, SAD
cinkov sulfat heptahidrat 99 % Merck KgaA, Njemacka
D-(-)-fruktoza za biokemiju i mikrobiologiju Kemika, Hrvatska
fenol 99 % Kemika, Hrvatska
glukoza p.a. Kemika, Hrvatska
kalcijev klorid p.a. Merck, Njemacka
kalijev dihidrogenfosfat 299 % Kemika, Hrvatska
karboksimetil celuloza 99 % Sigma-Aldrich, SAD
kobalt(ll)sulfat heptahidrat 299 % Sigma-Aldrich, SAD
Ksilan > 95 % > 95 % Biosynvth. Carbosynth,
Svicarska
ksiloza 299 % Sigma-Aldrich, SAD

kukuruzna modcevina

za upotrebu u biotehnologiji

Dynamite Baits, UK

kvasSéev ekstrakt

za upotrebu u biotehnologiji

Sigma-Aldrich, SAD

magnezijev sulfat

heptahidrat

=299 %

LACH NER d.o.0., Ceska

mangan(ll)sulfat

98 %

Kemika, Hrvatska

melasa 50 % saharoze, teh Sladorana, Hrvatska
mikrokristaliéna celuloza 99 % Sigma-Aldrich, SAD
natrijev hidroksid =98 % Merck KGaA, Njemacka
natrijev sulfit 299 % Sigma-Aldrich, SAD
tripton za upotrebu u biotehnologiji Sigma-Aldrich, SAD
Tween 80 99 % Merck KgaA, Njemacka
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https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/product/sial/a2514

3.1.3. Hranjive podloge
3.1.3.1. Hranjiva podloga za odrZavanje radnih mikroorganizama

Kulture odabranih vrsta kvasaca odrzavane su na krutim hranjivim podlogama, u Petrijevim
zdjelicama, sastava : 20 g L™ glukoze, 20 g L™ triptona, 10 g L™ kvasevog ekstrakta i 20 g

L™t agara.

3.1.3.2. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma kvasaca D. hansenii, P. tannophilus, S.

cerevisiae i Y. lipolytica

Za uzgoj inokuluma odabranih vrsta kvasaca, pripremljena je YPD (engl. Yeast Extract-
Peptone-Dextrose Broth) teku¢a hranjiva podloga u Erlenmeyerovim tikvicama. Ova podloga
sastojala se od: 20 g L™ glukoze, 20 g L™ triptona i 10 g L™t kvad€evog ekstrakta. Sterilizacija

hranjivih podloga provedena je u autoklavu pri temperaturi od 121 °C tijekom 20 minuta.

3.1.3.3. Hranjive podloge koristene u preliminarnim istraZivanjima lignoceluloliticke aktivnosti

kvasaca

Hranjive podloge koristene za uzgoj odabranih vrsta kvasaca u svrhu preliminarnog
istrazivanja lignoceluloliticke aktivnosti pripremljene su u Erlenmeyerovim tikvicama i
sadrzavale su: 10 g L™ jednog izvora ugljika (glukoza, fruktoza, arabinoza ili ksiloza), 5 g L™
kvasCevog ekstrakta, 2 g L™ peptona, 1 g L't KH2PO.i0,5g L™t MgSO, - 7 H.0. Ove podloge,

volumena 240 mL, sterilizirane su u autoklavu na 121 °C tijekom 20 minuta.

3.1.3.4. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma odabrane vrste kvasca

Za uzgoj inokuluma odabrane vrste kvasca koristena je YPD tekuca hranjiva podloga, Ciji je
sastav prethodno opisan u potpoglavlju 3.1.3.2. Medutim, prilikom uzgoja kvasca na fruktozi,
podloga je prilagodena tako da umijesto 20 g L™ glukoze sadrzi 10 g L™ fruktoze i 2 g L™

glukoze.

3.1.3.5. Hranjive podloge koristene u istraZivanju lignoceluloliticke aktivnosti odabranog

kvasca

Hranjive podloge za uzgoj odabrane vrste kvasca u Erlenmeyerovim tikvicama, usmjerene na
proizvodnju lignocelulolitiCkih enzima, pripremljene su s razli€itim sastavima. Svaka podloga
sadrzavala je jedan od Cetiri razli€ita izvora ugljika: 20 g L™* glukoze, 20 g L™ fruktoze, 40 g

L™ melase ili 2 g L™ glukoze s dodatkom ¢&vrstog hidrolizata biljke bljeStac (Phalaris
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arundinacea L.) u koncentraciji od 2 % (w/v). KoriStena je biljka koja je prethodno osusena i

usitnjena te tretirana s 1 % NaOH pri 180 °C tijjekom 10 minuta.

Uz svaki izvor ugljika, kombiniran je jedan izvor duSika u svakoj od sliedeéih koncentracija: 1
gL 5gL™1il0g L™ Izvori duSika bili su kvas€ev ekstrakt i kukuruzna mocevina. Svaka
podloga takoder je sadrzavala 1 g L™ otopine Tweena 80. Hranjive podloge pripremljene su
u volumenu od 240 mL u Erlenmeyerovim tikvicama i sterilizirane su u autoklavu pri 121 °C

tijekom 20 minuta.

Za ovaj uzgoj pripremljena je i otopina mikroelemenata sastavljenaod: 1 g L™ CoSO4 - 7 H20,
1gL1CuSO4-5H20,1gL1tMnS0O4i1gL™ CaCl,. Ova otopina filtrirana je kroz jednokratni
sterilni filter (0,20 um, celuloza acetat; CHROMAFIL Xtra, Macherey-Nagel GmbH & Co., KG,

Duren, Njemacka) i zatim dodana u hranjivu podlogu tijekom uzgoja odabranog kvasca.
3.1.3.6. Hranjiva podloga za uzgoj inokuluma odabrane vrste kvasca za uzgoj u bioreaktoru

Za uzgoj inokuluma odabrane vrste kvasca, koji ¢e biti nacijepljen u bioreaktor, pripremljena
je tekuca hranjiva podloga koja sadrzi: 35 g L™ glukoze, 5 g L™ fruktoze, 20 g L™! kvasCevog
ekstrakta i 20 g L™t peptona. Podloga je pripremljena u Erlenmeyerovim tikvicama i sterilizirana
pri 121 °C tijekom 20 minuta.

3.1.3.7. Hranjiva podloga za uzgoj odabrane vrste kvasca u bioreaktoru

Hranjiva podloga za uzgoj odabrane vrste kvasca u bioreaktoru s mijeSalom sadrzavala je 40
g L™ melase, 10 g L™t kvascevog ekstrakta te 1 g L™ otopine Tween 80. Podloga je

sterilizirana zajedno s bioreaktorom na 121 °C tijekom 20 minuta.
3.1.4. Oprema i uredaiji
3.1.4.1. Centrifuga

Za izdvajanje biomase kvasaca iz suspenzije tijekom pripreme uzoraka za Bradfordovu i DNS
analizu, kao i UPLC analizu koristena je centrifuga CF-10 High-Performance (Witeg,
Njemacka; 9000rpm). Prilikom koncentriranja enzima koristena je centrifuga Thermo Scientific
SL 8R (Thermo Fischer Scientific, SAD; 7000 rpm/4 °C/10 min).

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

Uredaj UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity Il (Santa Clara, SAD) koristen je za

odredivanje koncentracije supstrata i proizvoda metabolizma u uzorcima izuzetim tijekom
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uzgoja. Uredaj se sastoji od pumpe (G7104A 1290 Flexible Pump), injektora (G7129B1290
Vialsampler), pecnice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic Acid H+, Phenomenex)
dimenzija 150 x 7,8 mm s odgovaraju¢im pretkolonama, detektora indeksa loma (G7162A
1260 RID) te racunalnog softvera za obradu podataka (OpenLAB CDS). Kao mobilna faza
koritena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline protoka 0,6 mL min‘, a volumen analiziranog

uzorka iznosio je 10 pL.
3.1.4.3. Spektrofotometar

Spektrofotometar Cary 100, UV-VIS (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD) koriSten je za
odredivanije optic¢ke gustoce hranjive podloge kao pokazatelja rasta biomase odabrane vrste
kvasca pri valnoj duljini od 600 nm. Takoder, tijekom enzimske DNS analize, odredivana je
koncentracija reducirajuéih $ecera mjerenjem apsorbancije pri 575 nm, dok je koncentracija

ukupnih proteina odredivana metodom po Bradfordu pri 595 nm.
3.1.4.4. Vage

Za vaganje kemikalija koriStena je analiticka vaga Acculab ALC210.4 (SAD) i tehni¢ka vaga
Tehtnica ET-1211 (Slovenija).

3.1.4.5. Tresilica za mikrobioloSke uzgoje

Uzgoji kvasaca u Erlenmeyerovim tikvicama provedeni su na tresilici Certomat RM (B. Braun

Biotech. International, Sartorius group, Njemacka) pri 28 °C i 180 rpm.
3.1.4.6. Bioreaktor

U svrhu uzgoja odabranog kvasca u vecem mijerilu koriSten je bioreaktor Biostat C plus

(Sartorius group, Njemacka) s mijeSalom, ukupnog volumena 30 L.
3.1.4.7. Ostala oprema

Od ostale opreme i pribora, koristen je autoklav za sterilizaciju podloga, laboratorijskog
posuda i dijelova bioreaktora. Za pohranu uzoraka na -20 °C koristen je zamrzivac (Gorenje,
Slovenija). Termomikser TS-100 (BioSan, Latvija) je sluzio za mijeSanje i odrzavanje zeljene
temperature tijekom DNS analize. Takoder, koriStene su vortex mijeSalica LLG — unitexter 1
(LLG — Labware, Njemacka) za homogeniziranje uzoraka i magnetska mijeSalica (Tehnica ET
- 1111, Slovenija) pri pripremi reagensa. Osim toga, koristeni su i plamenici, kao i stakleno i

plasti¢no laboratorijsko posude.
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3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj kvasaca u svrhu preliminarnih istrazivanja lignoceluolitiCke aktivnosti

Radni mikroorganizmi iz Cistih kultura uzgojenih na ¢vrstim podlogama u Petrijevim zdjelicama
preneseni su sterilnom usicom u tekuée hranjive podloge za inokulum, &iji je sastav opisan u
potpoglavlju 3.1.3.2. Te podloge su zatim stavljene na tresilicu na 24 sata pri 28 °C i 180 rpm
kako bi se potaknuo rast inokuluma. Nakon toga, inokulum je nacijepljen u hranjive podloge

koristene za preliminarna istrazivanja enzimske aktivnosti, Ciji je sastav detaljno opisan u

potpoglavlju 3.1.3.3., ¢ime je zapoleo uzgoj kvasaca submerznim postupkom.

Nacijepljene hranjive podloge inkubirane su na tresilici pri 28 °C i 180 rpm kako bi se
procijenila sposobnost ispitivanih kvasaca u koriStenju razli€itih izvora ugljika te utjecaj tih
izvora na enzimsku aktivnost. Uzorci su uzimani u asepticnim uvjetima u periodi¢nim
vremenskim intervalima. Mjerene su opti¢ka gustoéa biomase, ukupna koli¢ina proteina
koristenjem Bradfordove metode, koncentracija reduciraju¢ih Seéera DNS analizom te
koncentracija $e¢era u podlozi s pomoc¢u UPLC-a. Na temelju rezultata DNS i UPLC analize
izraCunata je enzimska aktivnost. Cilj je bio identificirati kvasac koji ima najve¢u sposobnost

proizvodnje lignocelulolitickih enzima.

3.2.2. Uzgoj odabranog kvasca i optimizacija hranjive podloge radi poveéanog prinosa

lignocelulolitiCkih enzima

Na temelju preliminarnih istrazivanja identificiran je najbolji kvasac za proizvodnju
lignocelulolitiCkih enzima, nakon &ega se pristupilo uzgoju tog kvasca. Za pocetak, pripremljen
je inokulum odabranog kvasca, tako $to je u hranjivu podlogu za inokulum (potpoglavlje
3.1.3.4.) sterilnom uSicom dodan mikroorganizam iz Ciste kulture s ¢vrste hranjive podloge u
asepti¢nim uvjetima. Inokulum je inkubiran na tresilici pri 28 °C i 180 rpm. Nakon 24 sata
inkubacije, u asepti¢nim je uvjetima izuzeto 10 mL inokuluma te nacijepljeno u hranjive

podloge za uzgoi.

Odabrani kvasac uzgajan je submerznim postupkom u hranjivim podlogama volumena 240
mL, smjeStenim u Erlenmeyerovim tikvicama. Podloge su sadrZavale razliCite izvore ugljika,
kao i razliCite izvore te koncentracije izvora duSika, kako je detaljno opisano u potpoglavlju
3.1.3.5. Cilj ovog pristupa bio je optimizirati sastav podloge kroz ispitivanje izvora te omjera
ugljika i duSika koji najbolje podrzava rast odabranog kvasca i rezultira najvec¢om

lignocelulolititkom aktivnoS¢u. Uzgoj kvasca proveden je na tresilici pri 28 °C i 180 rpm. Tredi
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dan uzgoja, preko sterilnog filtera veli€ine pora 0,2 pym i u asepti¢nim uvjetima, dodano je 1
mL otopine mikroelemenata (potpoglavlje 3.1.3.5.) kako bi se potaknula aktivhost kvasca u

proizvodnji enzima.

Uzgoj u hranjivim podlogama koje su sadrzavale glukozu i fruktozu trajao je 8 dana, dok je
uzgoj u podlogama s melasom trajao 9 dana. Uzgoj s glukozom i &vrstim hidrolizatom biljke
bljestac trajao je 6 dana. Uzorci su prikupljani u sterilnim uvjetima u periodi¢nim vremenskim
intervalima. Tijekom analize, mjerena je optiCka gusto¢a biomase, ukupna koli¢ina proteina
koristenjem Bradfordove metode, koncentracija reducirajuéih Seéera DNS analizom te
koncentracija $e¢era u podlozi s pomo¢u UPLC-a. Na temelju rezultata DNS i UPLC analize

izraCunata je enzimska aktivnost.
3.2.3. Uzgoj odabrane vrste kvasca u bioreaktoru na hranjivoj podlozi optimalnog sastava

Nakon &to su na temelju rezultata uzgoja odabranog kvasca u tikvicama utvrdeni optimalni
izvor ugljika te izvor i koncentracija duSika za proizvodnju lignocelulolitickin enzima,

pripremljena je hranjiva podloga volumena 4,5 L za uzgoj u bioreaktoru s mijeSalom, €iji je

sastav opisan u potpoglavlju 3.1.3.7.

U steriliziranu hranjivu podlogu u bioreaktoru nacijepljeno je 0,5 L inokuluma odabrane vrste
kvasca, prethodno uzgojenog na podlozi za uzgoj inokuluma (potpoglavlje 3.1.3.6.). Pri

inokulaciji je takoder dodano 20 mL otopine mikroelemenata, Ciji je sastav opisan u

potpoglavlju 3.1.3.5.

Proveden je uzgoj odabrane vrste kvasca Sarznim postupkom pri temperaturi od 30 °C, pH
5,85, uz aeraciju od 3 L min? i brzinom mije$anja od 400 rpm. Pjenjenje je kontrolirano
dodatkom antipjeni¢a. Trajanje uzgoja iznosilo je 48 sati, a uzorci su prikupljani u periodi¢nim
vremenskim intervalima. Tijekom analize, mjerene su opticka gustoéa biomase, ukupna
koli¢ina proteina koristenjem Bradfordove metode, koncentracija reduciraju¢ih Se¢era DNS
analizom te koncentracija Seéera i proizvoda metabolizma u podlozi s pomoc¢u UPLC-a. Na

temelju rezultata DNS i UPLC analize izracunata je enzimska aktivnost.
3.2.4. Analiticke metode
3.2.4.1. Odredivanje optic¢ke gustoce

Tijekom svakog uzgoja, uzorci su prikupljeni i najprije homogenizirani na vrtloznoj mijesalici.

Nakon toga, suspenzija je prebacena u plasti¢nu kivetu koja je umetnuta u spektrofotometar,
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gdje je mjerena optiCka gustoca pri 600 nm. Ovaj postupak omogucava pracenje rasta

biomase kvasca.
3.2.4.2. Bradfordova metoda

Bradfordova metoda je tehnika koja omoguéuje kvantifikaciju proteina. U ovoj metodi,
koncentracija ukupnih proteina proporcionalna je apsorbanciji pri 595 nm, &to je rezultat
interakcije izmedu proteina i boje Coomassie Brilliant Blue G-250 m (Bradford 1976). Kada se
ova boja veze na proteinske molekule, dolazi do promjene u apsorpciji svjetlosti, pri ¢emu se
maksimalna apsorpcija pomi¢e s 465 nm na 595 nm. Ova promjena omogucéava preciznu

kvantifikaciju proteina, buduci da s poveéanjem koncentracije proteina raste i apsorbancija.

Za pocetak, prikupljeni su uzorci centrifugirani kako bi se izdvojila biomasa kvasca iz
suspenzije. Zatim je pomijeSano 60 L supernatanta uzorka s 1140 uL Bradfordovog reagensa
u plasti¢noj kiveti. Kiveta je ostavljena na sobnoj temperaturi 5 minuta nakon ¢ega je izmjerena
apsorbancija uzoraka na 595 nm koriStenjem UV/VIS spektrofotometra. Koncentracije
proteina u uzorcima izraCunate su pomocéu bazdarnog dijagrama. Za njegovu izradu
pripremljene su otopine s razli€itim masenim koncentracijama proteina albumina u Eppendorf
kivetama. Mjerenjem apsorbancija na 595 nm za svaku od tih otopina, izradena je jednadzba
pravca [1], koja omogucéava precizno i jednostavno izraunavanje koncentracije proteina u

uzorcima.
Abs = 1,575 - koncentracija (g L) + 0,006 [1]
3.2.4.3. DNS metoda

DNS metoda koriStena je za odredivanje koncentracije reduciraju¢ih Secera. 3,5-
dinitrosalicilna kiselina (DNS ili DNSA) je aromatski spoj koji reagira s reduciraju¢im Sec¢erima
i drugim reduciraju¢im molekulama da bi se stvorila 3-amino-5-nitrosalicilna kiselina, koja
snazno apsorbira svjetlost na 540 nm (Miller, 1959). Aktivhost nekoliko celulolitiCkih enzima
moze se procijeniti provodenjem inkubacije otopine uzorka s razli€itim celuloznim ili
hemiceluloznim supstratima. Tijekom ovog procesa, enzimi razgraduju celulozu i
hemicelulozu, $to rezultira oslobadanjem reducirajucih Se¢era. Nakon inkubacije, oslobodeni
Seceri mogu se kvantificirati DNS metodom, buducéi da se 3,5-dinitrosalicilna kiselina veze na
te Secere i apsorbira svjetlost pri odredenoj valnoj duljini. Apsorbancija nastale otopine pri
odredenoj valnoj duljini proporcionalna je koncentraciji Seera u uzorku. Za precizno mjerenje,
izradene su bazdarne krivulje [2] i [3], koje su dobivene mjerenjem apsorbancije otopina

glukoze i ksiloze razli€itih koncentracija nakon reakcije s DNS reagensom.
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BaZdarni pravac za glukozu: y = 2,747x — 0,351 2]
BaZdarni pravac za ksilozu: y = 2,785x — 0,076 [3]

Koristena su tri supstrata: natrijeva karboksimetil celuloza (CMC), mikrokristalna celuloza
(MCC) i ksilan. Jedna jedinica enzimske aktivnosti = U odredena je kao koli¢ina enzima koji
otpusta 1 umol odgovarajuéeg reducirajuceg Secera u minuti. Specificna enzimska aktivnost

izraZzena je kao enzimske jedinice po gramu ukupnih proteina (U gukproteina™).

Uzorci za analizu prikupljani su svakih 24 sata te centrifugirani kako bi se izdvojila biomasa
kvasca iz suspenzije. Zatim je u svrhu DNS analize razrijedeno 500 pL supernatanta uzorka
s 500 pL vode. Izvagano je 5 — 10 mg supstrata u reakcijsku epruvetu od 2000 uL i dodano
1000 L razrijedene otopine uzorka. Reakcijske epruvete stavljene su na inkubaciju 30 minuta
na termo tresilici pri 45 °C. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 5 minuta pri 10 000
okretaja u minuti kako bi se istaloZio viSak supstrata. Potom je 600 uL supernatanta dodano
u 600 L DNSA reagensa u reakcijskoj epruveti od 2000 mL. Smjesa je inkubirana 15 minuta
na 95 °C. U slucaju prisutnosti redukcijskih Secera inkubaciju prati razvoj boje iz zute (boja
DNA reagensa) u jantarnu. Uzorak je ostavljen 5 minuta na ledu i zatim je mjerena
apsorbancija pri 575 nm na UV/VIS spektrometru. Na temelju izmjerene apsorbancije, iz
bazdarnog pravca dobivena je odgovarajuéa koncentracija koja uklju€uje Secere oslobodene

iz supstrata, kao i Sec¢ere preostale u podlozi.

Enzimska aktivnost (U L) = oslobodeni $ecéer (umol) / vrijeme inkubacije (min) - 1 L - faktor

razriedenja  [4]

Specificna enzimska aktivnost (U Qukproeina®) = enzimska aktivnost (U L™*) - masena

koncentracija proteina (g L™) [5]

3.2.4.4. Priprema i analiza uzoraka tekuc¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti
(UPLC)

Bilo je potrebno izraCunati preostalu koncentraciju Sec¢era u hranjivoj podlozi kako bi se,
pomocu razlike izmedu te vrijednosti i ukupnog Secera izmjerenog DNS analizom, odredila
koncentracija Secera oslobodenog enzimskom reakcijom. Ova koncentracija oslobodenog
Secera bit Ce koriStena u jednadzbi za odredivanje enzimske aktivnosti [4], opisanoj u poglavlju
3.2.4.4. Za odredivanje koncentracije Se¢era u podlozi koristen je UPLC; Agilent Technologies
1290 Infinity Il LC sustav (Santa Clara, CA, Sjedinjene Drzave), Carbo-H++ predkolona (4 mm

x 3 mm; Phenomenex, Des Plaines, IL, Sjedinjene Drzave), kolumna Rezex ROA (15 cm x
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7,8 mm; Phenomenex, Des Plaines, IL, Sjedinjene Drzave). Mobilna faza bila je 0,0025 M

H.SO4, volumen analiziranog uzorka bio je 10 pl, a brzina protoka bila je 0,6 ml min,

Uzorci za UPLC analizu pripremljeni su tako da je alikvot od 750 pl supernatanta svakog
pojedinog uzorka pomijeSan sa 750 pl 10 % w/w ZnSO4 u Eppendorf reakcijskoj epruveti
ukupnog volumena 2 mL. Dobivena otopina homogenizirana je na vrtloznoj mijesalici i
ostavljena da stoji 5 minuta kako bi se istaloZili proteini i neCisto¢e. Zatim je sadrzaj epruvete
centrifugiran pri 13.500 o/min tijekom 5 min (CF-10, witeg Labortechnik GmbH, Offenburg,
Njemacka). Naposljetku, sadrzaj reakcijske epruvete filtriran je kroz 0,20um najlonski filter
pomocu Strcaljke (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Njemacka) u staklenu vijalu kako

bi se uklonili istaloZeni proteini i tako pripremljeni uzorci stavljeni su u UPLC ureda;.
3.2.4.5. StatistiCka analiza

Standardna devijacija eksperimentalnih podataka u preliminarnim istrazivanjima izraCunata je
koristenjem standardne procedure u softveru Statistica 12.0 (StatSoft; Tulsa, OK; SAD).
Standardna devijacija prikazana je na slikama u obliku trake na stupcima. U preliminarnom
istrazivanju, svi eksperimenti ponovljeni su barem u duplikatu, a dobiveni rezultati prikazani

su kao prosje¢ne vrijednosti na slikama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Lignocelulozne sirovine su Siroko rasprostranjene i predstavljaju znac€ajan resurs za razne
biotehnoloSke procese usmjerene na proizvodnju visokovrijednih proizvoda. Da bi se ove
sirovine mogle ucinkovito iskoristiti od strane mikroorganizama, nuzna je njihova predobrada.
Jedan od najefikasnijin koraka u tom procesu je kombinacija blago kiselinske i bioloSke
hidrolize, koja ukljuCuje enzimsku razgradnju predobradene lignocelulozne sirovine.
Lignoceluloliticki enzimi ne samo da igraju klju¢nu ulogu u ovom procesu, ve¢ imaju i Siroku

primjenu u drugim industrijama (npr. prehrambena, industrija papira i biogoriva).

U ovom diplomskom radu fokus je bio istrazivanje sposobnosti odabranih vrsta kvasaca u
proizvodnji lignocelulolitickih enzima. Osim toga, analizirana je mogucénost povecanja prinosa

tih enzima putem optimizacije sastava hranjive podloge za uzgoj kvasaca.

Rezultati diplomskog rada podijeljeni su u nekoliko medusobno povezanih poglavlja. U
poglavlju 4.1. predstavljeni su rezultati uzgoja odabranih vrsta kvasaca u tikvicama, s ciliem
preliminarne analize lignoceluloliticke aktivnosti. Na temelju tih rezultata identificiran je kvasac
koji najefikasnije proizvodi lignocelulolitiCcke enzime. Poglavlje 4.2. fokusira se na optimizaciju
sastava hranjive podloge za uzgoj ovog kvasca, s ciliem povecanja prinosa lignocelulolitiCkih
enzima. Ovo poglavlje podijeljeno je u nekoliko potpoglavlja koja se bave uzgojem kvasca u
tikvicama na hranjivim podlogama koje sadrze razli€ite izvore ugljika: 4.2.1. glukozu, 4.2.2.
glukozu uz predobradenu biomasu bljesca, 4.2.3. melasu i 4.2.4. fruktozu. U svakom od ovih
potpoglavlja usporedivane su specificne enzimske aktivnosti dobivene tijekom uzgoja kvasca
na hranjivim podlogama s razliCitim koncentracijama kvas&evog ekstrakta i kukuruzne
mocevine kao izvorima duSika. U potpoglaviju 4.2.5. sveukupno je analiziran utjecaj izvora
ugliika i duSika na specificnu enzimsku aktivnost te je na temelju tih rezultata odabran
optimalni sastav hranjive podloge za uzgoj u ve¢em mjerilu. Naposljetku, u poglaviju 4.3.
analizirani su rezultati uzgoja odabranog kvasca na hranjivoj podlozi optimalnog sastava za

uzgoj u veéem mijerilu tj. bioreaktoru.

27



4.1. Uzgoj odabranih vrsta kvasaca tijekom preliminarnih istrazivanja

lignoceluloliticke aktivnosti

U preliminarnom istraZivanju koridteni su sljedeéi kvasci: Debaryomyces hansenii JCM 1990,
Pachysolen tannophilus JCM 31685, Saccharomyces cerevisiae ZIM 3418 i Yarrowia
lipolytica DSM 21175. Uzgoj ovih kvasaca proveden je submerznim postupkom u tikvicama s
ciliem identifikacije vrste koja posjeduje najvecu sposobnost proizvodnje lignoceluloliti¢kih
enzima. Detaljan opis ovog postupka nalazi se u potpoglavlju 3.2.1., a sastav hranijivih podloga
u potpoglaviju 3.1.3.3.

Svaki od kvasaca uzgajan je u hranjivim podlogama koje su sadrzavale razli€ite izvore ugljika,
ukljuCujuéi glukozu, fruktozu, ksilozu i arabinozu. Tijekom svakog uzgoja mjerena je
koncentracija oslobodenih Secera kombinacijom DNS metode (potpoglavlje 3.2.4.3.) i UPLC
analize (potpoglavije 3.2.4.4.). Na temelju dobivenih rezultata izraCunata je aktivnost
karboksimetil celulaze (CMC-aze) prema jednadzbi [4], pri ¢emu je kao supstrat koriSten
kompleksni Secer natrijeva karboksimetil celuloza. Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti
CMC-aze prikazani su na slikama 1- 4, koje prikazuju prosje¢nu aktivnost odabranih vrsta

kvasaca na razli¢itim izvorima ugljika.
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Slika 1. Prosje¢na enzimska aktivnost kod odabranih vrsta kvasaca na glukozi kao izvoru
ugljiika
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Slika 2. Prosje¢na enzimska aktivnost odabranih vrsta kvasaca na fruktozi kao izvoru ugljika
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Slika 3. Prosje¢na enzimska aktivnost odabranih vrsta kvasaca na ksilozi kao izvoru ugljika
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Slika 4. Prosje¢na enzimska aktivnost odabranih vrsta kvasaca na arabinozi kao izvoru
ugljika

Iz rezultata prikazanih na slikama 1 - 4 vidljivo je da je kvasac D. hansenii pokazao najvecu
prosje€nu enzimsku aktivnost u usporedbi s drugim kvascima na hranjivim podlogama s
glukozom i arabinozom kao izvorima ugljika, a ona je iznosila 47,81 U L™ odnosno 27,68 U L
1 (slika 1, slika 4). Ovi rezultati su u skladu s onima od Giese i sur. (2017), gdje je na celobiozi
D. hansenii postigao aktivnost CMC-aze u vrijednosti od 65 U L. Dakle, D. hansenii se
pokazao kao ucinkovit proizvoda¢ CMC-aze, $to dodatno podupiru prethodna istrazivanja koja
istiCu rod Debaryomyces kao jedan od mikroorganizama koji konstitutivno proizvodi celulaze
i ksilanaze (Barbosa i sur., 2010). S druge strane, S. cerevisiae ostvario je najveéu prosjecnu
enzimsku aktivnost u hranjivoj podlozi s fruktozom (slika 2), dok je u podlozi s glukozom
pokazao samo malo manju aktivhost u odnosu na D. hansenii. Medutim, S.cerevisiae nije
pokazao enzimsku aktivnost u hranjivim podlogama s ksilozom i arabinozom kao izvorima
ugliika (slika 3, slika 4). Kvasac Y. lipolytica pokazao je enzimsku aktivnost iskljuivo na
podlozi s fruktozom, ali ta je aktivnost bila vrlo mala. U hranjivoj podlozi s fruktozom najvecu
prosje¢nu enzimsku aktivnost postigao je P. tannophilus, u vrijednosti od 7,96 U L, dok je
njegova aktivnost u podlogama s ostalim Secerima takoder bila prisutna, ali ne§to manja u

odnosu na druge kvasce.
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Oc¢ito je da su u hranjivim podlogama s glukozom i fruktozom kao izvorima ugljika postignute
enzimske aktivnosti kod gotovo svih ispitanih vrsta kvasaca te se na tim Secerima mogu
primijetiti neke od najvecih vrijednosti. Razlog tome je Sto su heksoze preferirani izvor ugljika
vecini kvasaca (Tsoutsos, 2010). Naime, glukoza i fruktoza se lak§e metaboliziraju od
arabinoze i ksiloze, jer brzo ulaze u glikolizu, dok pentoze zahtijevaju dodatne metaboli¢ke
korake i prisustvo specificnih enzima koje mnogi kvasci nemaju. Moze se uoditi da su D.
hansenii i P. tannophilus porasli u podlogama sa svim ispitivanim izvorima ugljika, $to je u
skladu s literaturom koja navodi da ovi mikroorganizmi mogu metabolizirati i heksoze i pentoze
(Dyerberg i sur., 2022; Aristidou i Penttila, 2000). Ova sposobnost predstavlja znacajnu
prednost u procesima obrade lignocelulozne sirovine, koja se sastoji od celuloze, Ciji je
osnovni monomer glukoza, te hemiceluloze koja, osim glukoze, uklju€uje i pentoznu frakciju,
najceS¢e u obliku arabinoze i ksiloze. Ova sinergija omoguc¢ava ucinkovitiju fermentaciju i
maksimalnu iskoristivost dostupnih Secera, $to moze dovesti do povecanja prinosa bioetanola
i drugih korisnih bioprodukata. Takoder, upotreba mikroorganizama koji mogu metabolizirati
Sirok spektar ugljikohidrata moze zna&ajno smanijiti troSkove proizvodnje, ¢ime se poboljSava

ukupna ekonomska odrzivost biotehnolo$kih procesa.

Sveukupno, D. hansenii se isti¢e najve¢om prosjeCnom enzimskom aktivno$éu u podlozi s
glukozom kao izvorom ugljika, a njegova aktivnost takoder je izmjerena na ostalim ispitivanim
Secerima, ukljuCujuéi pentoze i heksoze. Dodatna prednost ovog kvasca je njegova
sposobnost rasta u prisutnosti odredenih inhibitora koji se oslobadaju tijekom kemijske i
bioloske predobrade lignocelulozne sirovine. Primjerice, moze podnijeti do 4 g L™ furfurala i 2
g L™ hidroksimetilfurfurala, a ta tolerancija se poveéava u prisustvu natrija u hranjivoj podlozi
(Dyerberg i sur., 2022). Osim toga, D. hansenii je halofil koji moze rasti u podlogama s velikim
koncentracijama soli, $to znaCi da Cista voda nece biti potrebna za industrijsku proizvodnju
biomase. Koristenje velikih koncentracija soli takoder smanjuje rizik od kontaminacije odnosno
potrebu za sterilizacijom ¢ime se smanjuju troSkovi biotehnoloSke proizvodnje (Navarrete i
sur., 2020; Navarrete i Martinez, 2020).

Sposobnost D. hansenii da koristi razlicite izvore ugljika i da raste u prisutnosti odredenih
inhibitora ¢ini ga zanimljivim za primjenu u industrijskim bioprocesima koji se temelje na
lignoceluloznim sirovinama. Stoga je D. hansenii odabran za daljnja istrazivanja usmjerena na

optimizaciju procesa proizvodnje lignocelulolitickih enzima.
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4.2. Optimizacija sastava hranjive podloze za uzgoj D. hansenii s ciljem

poveéanja prinosa lignoceluloliti€kih enzima

Na temelju rezultata preliminarnih istrazivanja, za daljnji uzgoj i optimizaciju sastava hranjive
podloge, odabran je kvasac D. hansenii. Cilj je bio unaprijediti sastav hranjive podloge za
uzgoj ovog kvasca kako bi se povecala lignoceluloliticka aktivnost. Optimizacija je provedena

kroz varijacije izvora ugljika, kao i izvora i koncentracije dusika.

Ovaj pristup optimizaciji sastava hranjive podloge za uzgoj odabran je zato $to je proizvodnja
enzima, neophodnih za brojne biotehnoloSke procese, energetski i nutritivno zahtjevna, pri
¢emu su i ugljik i duSik od esencijalne vaznosti. DuSik igra klju¢nu ulogu u anabolizmu
mikrobnih stanica, procesu kojim se stvaraju esencijaine molekule poput aminokiselina,
gradevnih blokova proteina i enzima, te nukleinskih kiselina, nositelja genetske informacije
(Berkeley, 2023). Ugljik iz hranjive podloge osigurava energiju za rast mikroorganizama i

proizvodnju enzima, dok je dusik, kao sastojak proteina, takoder neophodan za mikrobni rast.

Hernandez i Hobbie (2010) navode kako varijacije u sastavu hranjive podloge mogu utjecati
na aktivnost ekstracelularnih enzima kroz dva glavna mehanizma. Prvi mehanizam, nazvan
"model ograni¢enja resursa", sugerira da veca dostupnost lako dostupnog ugljika i duSika
poti€e mikroorganizme na ulaganje u proizvodnju enzima kako bi brzo razgradili dostupne
supstrate. Medutim, Kochova teorija mikrobne ekonomicnosti (1985) nudi alternativni pogled,
tvrdeéi da mikroorganizmi povecCavaju proizvodnju enzima upravo kada su hranjive tvari
oskudne, $to im omogucuje efikasniju razgradnju kompleksnijih resursa. Drugi mehanizam,
"model stimulacije supstratom", pretpostavilja da se aktivnost enzima moze regulirati
direktnom prisutno$cu supstrata koji razgraduju, $to dovodi do pove ¢ane aktivnosti specifi¢nih

enzima.

D. hansenii je uzgajan u Erlenmeyerovim tikvicama submerznim postupkom, &iji su detalji
opisani u potpoglavlju 3.2.2. Tekuce hranjive podloge sadrzavale su Cetiri razliCita izvora
ugljika: glukozu, fruktozu, glukozu uz ¢vrsti hidrolizat bljeSca te melasu. Uz to, svaka podloga
ukljuCivala je jedan od izvora dusika, kvascev ekstrakt ili kukuruznu mocevinu, u razli¢itim
koncentracijama: 1, 5 ili 10 g L™ (potpoglavlje 3.1.3.5.). Tijekom svakog uzgoja mjerena je
koncentracija oslobodenih Seéera kombinacijom DNS metode (potpoglavlje 3.2.4.3.) i UPLC
analize (potpoglavlje 3.2.4.4.), a rezultati su koriSteni za izraCun enzimske aktivnosti prema
jednadzbi [4]. Pracena je enzimska aktivnost triju razliCitih skupina enzima: celulaza,
karboksimetil celulaza (CMC-aza) i ksilanaza, s pomoc¢u supstrata kristali¢ne celuloze, natrijev

karboksimetil celuloze i ksilana. Za izraun specificne enzimske aktivnosti, prema jednadzbi
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[5], koristena je joS i koncentracija ukupnih proteina dobivena Bradfordovom metodom

(Potpoglavlje 3.2.4.2).

4.2.1. Uzgoj D. hansenii na glukozi kao izvoru ugljika, uz razli€ite izvore duSika i njihove

koncentracije

D. hansenii je uzgajan u hranjivim podlogama s konstantnom koncentracijom glukoze od 20 g
L™, dok su koncentracije izvora dudika varirale. Na slikama 5 — 7 usporedno su prikazane
specificne enzimske aktivnosti s kvaS&evim ekstraktom i kukuruznom modcevinom kao

izvorima dusika, pri koncentracijamaod 1,5i10 g L™.
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Slika 5. Promjena specifiéne enzimske aktivnosti CMC-aza, celulaza i ksilanaza na glukozi
kao izvoru ugljika, uz kvasc€ev ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore
duSika pri koncentracijiod 1 g L™.
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Slika 7. Promjena specificne enzimske aktivhosti CMC-aza, celulaza i ksilanaza na glukozi
kao izvoru ugljika, uz kvas€ev ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore
dusika pri koncentraciji od 10 g L™
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U hranjivoj podlozi s glukozom kao izvorom ugljika, pri koncentraciji od 1 g L™ kvascevog
ekstrakta odnosno kukuruzne mocevine, nije izmjerena enzimska aktivnost ni jednog od
ispitivanih enzima (slika 5A, 5B). Kvasac je samo djelomi¢no potroSio glukozu iz hranjive
podloge. Prethodna istrazivanja nagladavaju vaznost adekvatne koncentracije izvora duSika
u hranjivim podlogama (Reddy i Kanwal, 2022). Naime, izvori duSika moraju biti prisutni u
koncentracijama koje osiguravaju optimalno djelovanje enzima i pravilnu ekspresija gena,
posebno onih koji se odnose na celulaze i ksilanaze (Yang i sur., 2023; England i sur., 2010).
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da koncentracija od 1 g L™ nije dovoljna za poticanje
proizvodnje lignocelulolitickih enzima kod prou€avanih izvora dusika. Ova mala koncentracija
mogla je ograniciti rast D. hansenii na glukozi i inhibirati enzimske aktivnosti, $to objasnjava
neiskoridtenu glukozu u hranjivoj podlozi. Naime, dusik igra kljuénu ulogu u sintezi primarnih i
sekundarnih metabolita, ukljuujuci proteine, aminokiseline i nukleotide (Lii sur., 2024). Stoga,
njegov nedostatak moze uzrokovati manjak resursa neophodnih za sintezu proteina i enzima

bitnih za metabolizam Secera, kao i za metabolizam proizvodnje enzima.

Na slici 6 prikazan je porast specifitne enzimske aktivnosti pri koncentraciji izvora dusika od
5 g L™, koji je zabiljezen nakon 96 sati, kako na kvas€evom ekstraktu (A), tako i na kukuruznoj
mocevini (B). Na kvas€evom ekstraktu izmjerena je vrlo visoka aktivnost ksilanaze u
vrijednosti od 1600,00 U gukproteina >, dok je ta aktivnost bila zna¢ajno manja na kukuruznoj
modcevini, u iznosu od 832,38 U Qukproteina*. S druge strane, specificne aktivnosti CMC-aze i
celulaze bile su nesto vece na kukuruznoj mocevini u usporedbi s onima na kvas€evom

ekstraktu.

Na slici 7 se moze primijetiti da je pri koncentraciji izvora dusika od 10 g L™ zabiljezen porast
specifitne enzimske aktivnosti ve¢ nakon 72 sata na kvas€evom ekstraktu (A), a nakon 96
sati na kukuruznoj mocevini (B). Maksimalna aktivnost u oba slu€aja postignuta je u 168. satu
uzgoja. Na kvas€evom ekstraktu specificne enzimske aktivnosti svih ispitivanih enzima bile su
vrlo velike, pri ¢emu je maksimalna vrijednost CMC-aze iznosila 1807,12 U guk proteina - S druge
strane, na kukuruznoj mocevini zabiljezene su specificne enzimske aktivnosti koje su bile

dvostruko manje, s maksimalnom vrijedno$¢u CMC-aze od 637,284 U guk proteina *-

Usporedbom specificnih enzimskih aktivnosti na odredenom izvoru, pri razliitim
koncentracijama dusika, moze se primijetiti da je na kvas€evom ekstraktu postignuta veca
aktivnost pri koncentraciji od 10 g L™ u odnosu na 5 g L™, a pri 1 g L™ aktivnosti nije bilo.
Najveca koncentracija optimizirala je dostupnost dusika i potaknula sintezu enzima potrebnih

za razgradnju lignoceluloznog supstrata. S druge strane, na kukuruznoj mocevini izmjerene
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su vece specifitne enzimske aktivnosti pri koncentraciji od 5 g L™*. Naime, ovi organski izvori
duSika imaju razliCite kemijske i fizioloSke karakteristike, stoga optimalno djeluju pri razlicitim
koncentracijama. Istrazivanja su pokazala da priroda i koncentracija dusika predstavljaju
klju€ne faktore koji utje€u na regulaciju enzima (Okal i sur., 2020). Moguce je da veca
koncentracija kukurzne mocevine moze inhibirati rast mikroorganizama ili promijeniti njihov
metabolizam, $to dovodi do smanjenja enzimske aktivnosti. Ovi rezultati ukazuju na to da
prilagodba koncentracije duSika moze znacajno utjecati na enzimsku aktivnost, ovisno o

koriStenom izvoru.

Sveukupno, najveée vrijednosti specifinih enzimskih aktivnosti izmjerene su u hranjivoj
podlozi s kvadCevim ekstraktom od 10 g L. Omijer izvora ugljika i duSika bio je 2:1, Sto
sugerira da je ova kombinacija optimalna za proizvodnju lignocelulolitickih enzima na glukozi.
Istrazivanje de Almeida i suradnika (2013) takoder je istaknulo kvascev ekstrakt kao najbolji
organski izvor du$ika, rezultiraju¢i najvecom aktivno$¢u lipaza kod kvasca Candida
viswanathii. S druge strane, prema Gottschalku i suradnicima (2013), siromas$ni izvori duSika
pogodovali su gljivi Aspergillus awamori u akumulaciji ksilanaze, B-ksilozidaze i feruloil
esteraze. Medutim, najvec¢a akumulacija B-glukozidaze postignuta je koristenjem bogatog

organskog izvora duSika, kvasevog ekstrakta.
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4.2.2. Uzgoj D. hansenii na glukozi i lignoceluloznoj sirovini, uz razliCite izvore dusika i njihove

koncentracije

D. hansenii je uzgajan u hranjivim podlogama koje su sadrzavale glukozu u koncentraciji od

2 g L7, zajedno s predobradenom lignoceluloznom sirovinom, biljkom bljestac (Phalaris

arundinacea L.), u koncentraciji od 2% (w/v). Osim toga, razli€ite hranjive podloge sadrzavale

su raznolike izvore dusSika. Na slikama 8 - 10 prikazane su specificne enzimske aktivnosti,

usporedujuéi u€inke kvadCevog ekstrakta i kukuruzne mocevine pri koncentracijama od 1,5 i
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Slika 8. Promjena specificne enzimske aktivnosti na glukozi i &vrstom hidrolizatu biljke
bljestac, uz kvascev ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dusika pri
koncentracijiod 1 g L™
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Slika 9. Promjena specifiCne enzimske aktivnosti na glukozi i vrstom hidrolizatu bilike
bjesStac, uz kvas&ev ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dusika pri
koncentracijiod 5 g L™
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Slika 10. Promjena specificne enzimske aktivnosti na glukozi i vrstom hidrolizatu biljke
bjestac, uz kvascev ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dusika pri
koncentracijiod 10 g L™
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Na slici 8 vidljivo je da je pri koncentraciji izvora duSika od 1 g L™, maksimalna specificha
enzimska aktivnost postignuta nakon 72 sata uzgoja, i to za oba ispitivana izvora (A i B).
Medutim, vrijednosti su bile zna€ajno veée na kvas€evom ekstraktu, s aktivhostima celulaze i
CMC-aze oko 7000 U Qukproteina, U odnosu na priblizno 3800 U Gukproteina™ Na kukuruznoj
mocevini. Pri koncentraciji od 5 g L™ ispitivane specificne enzimske aktivnosti bile su nesto
vece na kukuruznoj mocevini u odnosu na kvascev ekstrakt (slike 9A i 9B), s postignutim
maksimumom takoder u 72. satu uzgoja. Pri koncentraciji od 10 g L™, vrijednosti specifiCne
enzimske aktivnosti CMC-aze i celulaze na kvas€evom ekstraktu bile su tek neznatno vece u
odnosu na kukuruznu mocevinu (slike 10A i 10B). Aktivnosti ksilanaze bile su pribliZno jednake
za oba izvora, ali zna€ajno manje u odnosu na druge enzime u svim varijantama hranjive
podloge. Sveukupno, kvas€ev ekstrakt pri koncentraciji od 1 g L™ pokazao se kao najbolji

izvor duSika kod uzgoja D. hansenii u prisutnosti lignocelulozne sirovine i glukoze.

Na svakom od izvora i pri svakoj koncentraciji dusika primjecuje se trend u kojem je specifi¢na
enzimska aktivnost ispitivanih enzima dosegla maksimum, nakon ¢ega je doSlo do postupnog
smanjenja, Sto je u skladu s istrazivanjem Qureshi i sur. (2012) koji sugeriraju da smanjenje
proizvodnje enzima tijekom daljnje inkubacije moze biti posljedica smanjenja hranjivih tvari,

inaktivacije stanica, kataboli¢ke represije ugljikom i nakupljanja inhibitora u hranjivoj podlozi.

Usporedbom specificnih enzimskih aktivnosti na odredenom izvoru dusika, pri razli€itim
koncentracijama, rezultati su pokazali da je aktivnost najveéa pri koncentracijiod 1 g L™, kako
na kvasCevom ekstraktu, tako i na kukuruznoj mocevini. Nadalje, na oba izvora duSika i za
sve ispitivane enzime primijeceno je da se pri koncentraciji od 5 g L™ specificna aktivnost
znacajno smanjuje, dok je pri 10 g L™ aktivnost jo§ manja. Naime, C/N omjer je poznat kao
kljuéni parametar u bioprocesima, buduéi da utjeCe na rast stanica i proizvodnju metabolita
(Walker i Walker, 2018). Koncentracija izvora dusika od 1 g L™, uz omjer izvora ugljika i duSika
2:1, ocito pruza optimalne uvjete za djelovanje enzima, $to moze biti rezultat idealnog balansa

hranjivih tvari.

Medutim, primijeCeno je da veca koncentracija duSika dovodi do zna€ajnog smanjenja
specificne enzimske aktivnosti. Ovaj pad moze ukazivati na inhibiciju aktivnosti, koja moze biti
uzrokovana toksi¢nim ucincima vecih koncentracija dusSika ili neadekvatnim omjerom
sastojaka hranjive podloge. Santos i sur. (2016) istrazivali su utjecaj izvora ugljika i dusika na
dugovje€nost stanica kvasca S. cerevisiae te su zaklju€ili da neadekvatan omjer ovih izvora
moze dovesti do pojave replikacijskog stresa u stanicama, koji rezultira gubitkom njihove

vijabilnosti i skrac¢ivanjem Zzivotnog vijeka. U mediju koji je sadrzavao 2 % glukoze
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koncentracije iznad 0,1 % amonijaka dovele su do postupnog skracivanja zivotnog vijeka
stanica, s gotovo nikakvim prezivljavanjem stanica 9. dan pri koncentraciji od 1,0 % amonijaka.
Naime, jedna od posljedica gubitka vijabilnosti stanica jest smanjena proizvodnja enzima.
Stoga ovi rezultati naglaSavaju vaznost paZljivog sastavijanja hranjivin podloga za

biotehnoloske procese kako bi se osigurala maksimalna enzimska aktivnost.
4.2.3. Uzgoj D. hansenii na melasi kao izvoru ugljika, uz razliCite koncentracije i izvore dusika

D. hansenii je uzgajan u hranjivim podlogama s konstantnom koncentracijom melase u iznosu
od 40 g L™, a uz varijabilne koncentracije izvora dusSika. Melasa je gusta, tamna tekucina koja
nastaje kao nusproizvod tijekom procesa proizvodnje Secéera iz Secerne trske ili Seéerne repe.
Sastoji od otprilike 50 % (w/w) ukupnih Seéera (pretezno saharoze, glukoze i fruktoze), vode,
sirovog proteina i masti, teSkih metala, vitamina i drugih hranjivih tvari (Jiang i sur., 2009). Na
slikama 11 — 13 usporedno je prikazana specificna enzimska aktivnost u hranjivim podlogama

s kva&c¢evim ekstraktom ili kukuruznom moc&evinom pri koncentracijama od 1, 5110 g L™.
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Slika 11.Promjena specificne enzimske aktivnosti na melasi kao izvoru ugljika, uz kvascev
ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dusika pri koncentracijiod 1 g L™
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Slika 12. Promjena specifiéne enzimske aktivnosti na melasi kao izvoru ugljika, uz kvascev
ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dus$ika pri koncentracijiod 5 g L™
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Slika 13. Promjena specificne enzimske aktivnosti na melasi kao izvoru ugljika, uz kvascev
ekstrakt (A) odnosno kukuruznu mocevinu (B) kao izvore dusika pri koncentracijiod 10 g L™

U hranjivoj podlozi s kvas€evim ekstraktom pri koncentraciji od 1 g L™ nije izmjerena
specificna enzimska aktivnost (slika 11A). S druge strane, na kukuruznoj mocevini je, iako tek
nakon 144 sata uzgoja, a zabiljezene vrijednosti nisu bile posebno velike (Slika 11B). Na slici
12 prikazano je da je pri koncentraciji izvora duSika od 5 g L™* specifiCna enzimska aktivnost
ispitivanih enzima bila ve¢a u hranjivoj podlozi s kvas€evim ekstraktom (A) u usporedbi s
kukuruznom mocevinom (B). Osim toga, aktivnost na kvas€evom ekstraktu zabiljezena je ve¢
nakon 48 sati uzgoja, dok se na kukuruznoj mocevini javila tek nakon 120 sati. Pri koncentraciji
izvora dusika od 10 g L™ (slika 13A i 13B), specificne enzimske aktivnosti bile su priblizno

jednake na kukuruznoj mocevini i kvas€evom ekstraktu, s tim da su aktivhosti CMC-aze i
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celulaze bile nesto vece na kvadCevom ekstraktu, dok je aktivnost ksilanaze bila nesto vec¢a
na kukuruznoj mocevini. U oba je slu€aja specificha enzimska aktivnost zabiljezena nakon 72

sata.

Usporedbom specificnih enzimskih aktivnosti na odredenom izvoru duSika pri razli€itim
koncentracijama, utvrdeno je da je u hranjivim podlogama s kvas&evim ekstraktom povecanje
njegove koncentracije dovelo do rasta specificne aktivnhosti vecine ispitivanih enzima, osim
ksilanaze, koja je bila najaktivnija pri 5 g L™. U podlogama s kukuruznom mocevinom,
specificne enzimske aktivnostipril g L™*i5 g L™ bile su pribliZzno jednake, osim kod ksilanaze,
Cija je aktivnost bila znagajno veéa pri 1 g L™. Nadalje, pri koncentraciji od 10 g L™t kukuruzne
mocevine, takoder je zabiljezeno povecanje specificne enzimske aktivnosti u usporedbi s
manjim koncentracijama. Dakle, ocito je u ovom slu€aju veéa koncentracija dusika pogodovala
proizvodnji lignocelulolitickin enzima. U dostupnoj literaturi postoje kontradiktorni podaci o
utjecaju prirode i koncentracije izvora dusika na proizvodnju lignocelulolitickih enzima. U
slu€aju Trichoderma reesei, smanjenje regulatora duSika rezultiralo je smanjenjem
proizvodnje celulaze, uz nize razine ekspresije gena za celulazu (Qian i sur., 2023). Nasuprot
tome, pokazalo se da dusik potiskuje ekspresiju ligninolitiCkih enzima kod bazidiomiceta bijele

trulezi (Edwards i sur., 2011).

Sveukupno, na kvas€evom ekstraktu pri koncentraciji od 10 g L™, uz omjer izvora ugljika i
duSika 2:1, zabiljeZzene su najvece vrijednosti specificne enzimske aktivnosti, $to sugerira da
su ovaj izvor i ta koncentracija optimalni za proizvodnju lignocelulolitickih enzima s pomoc¢u D.
hansenii na melasi. Takoder, He i sur. su (2014) zabiljezili da bi se neki lignocelulozni enzimi,
poput ksiloglukanaze, ksilanaze i endoglukanaze, mogli proizvoditi s pomoéu T.reesei u
mediju koji sadrzi melasu od trske. Nadalje, zakljuCili su da je saharoza iz melase dobar
induktor ksilanaze kod T. reesei. Naime, u njihovom istrazivanju zabiljezene su znacajno vece
aktivnosti ksilanaze, koje su dosegle ¢ak 3670 U Qukproeinal, dok je u ovom istrazivanju
maksimalna aktivnost ksilanaze iznosila samo 518,61 U Qukprowina*. Medutim, najveca
vrijednost CMC-aze u ovom istrazivanju iznosila je 1216,89 U gukproteinat, dok su oni postigli

samo 115 U guk.proteina_l-
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4.2.4. Uzgoj D. hansenii na fruktozi kao izvoru ugljika, uz razli€ite izvore i koncentracije duSika

D. hansenii uzgajan je u hranjivim podlogama koje su sadrzavale 20 g L™ fruktoze kao izvor
ugljika, uz kvascev ekstrakt ili kukuruznu moc€evinu kao izvor dusika u koncentracijama od 1,5
ili 10 g L™*. Medutim, ni kod jednog od ovih izvora ili koncentracija nije zabiljezena enzimska
aktivnost ispitivanih enzima. Uzgoj D. hansenii na fruktozi ponovljen je dva puta, pri Cemu je
u hranjivu podlogu za inokulum dodana fruktoza (potpoglavlje 3.1.3.4.) kako bi se kvasac lakSe
prilagodio na njen metabolizam. Ipak, D. hansenii nije mogao u potpunosti metabolizirati
fruktozu ni pri jednoj varijanti izvora i koncentracije dusika, Sto je rezultiralo izostankom
enzimske aktivnosti. S druge strane, u preliminarnim istrazivanjima, gdje je koncentracija
fruktoze bila 10 g L™, D. hansenii pokazao je enzimsku aktivnost (poglavlje 4.1.). Ovi rezultati
sugeriraju da pri koncentraciji od 20 g L™ moze do¢i do inhibicije fruktozom, ili da omjeri C/N

u kombinaciji s fruktozom i ispitivanim izvorima dusika nisu optimalni.

U literaturi postoje razli€iti podaci za enzimsku aktivnost u hranjivoj podlozi s fruktozom, ali ni
jedan u kontekstu proizvodnje lignoceluloliti¢kih enzima s pomocu D. hansenii. U slu€aju gljive
Pleurotus sajor-caju, aktivnost lakaze bila je zna¢ajno veéa u mediju obogacenom fruktozom
(Bettin i sur., 2008). Nasuprot tome, Prasher (2015) je zabiljezio da gljiva Dictyoarthrinium
synnematicum pokazuje maksimalnu aktivnost lakaze s laktozom, dok u mediju s fruktozom
nije postignuta nikakva aktivnost. Ovo potvrduje da proizvodnja lignocelulolitiCkih enzima ovisi
o razli¢itim faktorima, uklju€ujuéi vrstu mikroorganizma, uvjete uzgoja te izvore ugljika i dusika,

kao i njihove koncentracije (Staji¢ i sur., 2006; Kapich i sur., 2004).

4.2.5. Usporedba specifiénih enzimskih aktivnosti na ispitivanim izvorima ugljika i dusika s

ciliem odabira optimalnog sastava hranjive podloge za uzgoj u veéem mierilu

Usporedbom rezultata uzgoja na razli€itim izvorima ugljika primje¢uje se da su neke od
najvec¢ih vrijednosti specificnih enzimskih aktivnosti postignute u hranjivoj podlozi s 2 g L™t
glukoze i Evrstim hidrolizatom biljke bljestac. Moguce je da je lignocelulozna sirovina djelovala
kao induktor lignocelulolitickih enzima, $to je u skladu s Hernandezovim i Hobbijevim (2010)
‘modelom stimulacije supstratom”. Sliéno tome, istrazivanje Reddyja i Kanwala (2022)
pokazalo je da je koristenje poljoprivrednog otpada kao prirodnog induktora potaknulo rast
gliive Morchella spongiola i aktivnost lignocelulolitickin enzima u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Naime, enzimi ukljuceni u kataboli¢ke puteve inducirani su u prisutnosti spojeva
koji su predodredeni za razgradnju kroz te puteve (Punekar, 2018). Medutim, vazno je
napomenuti da je kod uzgoja na ¢vrstom hidrolizatu biljke bljeStac enzimska reakcija trajala
15 minuta, dok je na ostalim izvorima ugljika trajala 30 minuta, Sto je, prema jednadzbi za

odredivanje enzimske aktivnosti [4], rezultiralo ve¢im enzimskim aktivnostima. U hranjivim
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podlogama koje sadrZe glukozu i melasu, zabiljezene su priblizno jednake vrijednosti
specificne enzimske aktivnosti CMC-aze i celulaze, pri ¢emu su one na glukozi bile nesto
vece. Ovaj rezultat mozZe biti posljedica prisutnosti proteina u melasi, sto mozZe rezultirati
prividno manjom specificnom enzimskom aktivhodéu. U usporedbi s glukozom i drugim
izvorima ugljika, melasa, koja sadrzi velike koncentracije Secera, predstavlja jeftinu sirovinu
za proizvodnju bioproizvoda s dodanom vrijednoSc¢u putem biokonverzije (Zhang i sur., 2019).
Zbog toga je melasa odabrana kao izvor ugljika u hranjivoj podlozi za uzgoj D. hansenii u

ve¢em mijerilu.

Sto se tige izvora dusika, u hranjivim podlogama s kva$&evim ekstraktom postignuta je veéa
specifitna enzimska aktivnost ispitivanih enzima u vedéini slu€ajeva. Ovo sugerira da je
kvasScev ekstrakt bolji organski izvor du$ika od kukuruzne mocevine za uzgoj lignocelulolitikih
enzima s pomoc¢u D. hansenii. Nadalje, povecanjem koncentracije duSika doslo je do
povecanja specificne enzimske aktivnosti, uz optimalan omjer izvora ugljika i duSika 2:1. Ovaj
podatak je u skladu s Hernandezovim i Hobbijevim (2010) "modelom ogranienja resursa",
prema kojem povecanje dostupnosti dusika poti¢e proizvodnju enzima. Zbog toga je kvascev
ekstrakt u koncentraciji od 10 g L™ odabran kao izvor duSika za uzgoj D. hansenii u veéem

mijerilu.

44



4.3. Uzgoj D. hansenii na optimiziranoj hranjivoj podlozi u bioreaktoru

D. hansenii je uzgajan u bioreaktoru s mijeSalom submerznim postupkom u tekucoj hranjivoj
podlozi. Detalji ovog postupka opisani su u potpoglavlju 3.2.3., a sastav podloge opisan je u
3.1.3.7. Melasa, u koncentraciji od 40 g L™ koriStena je kao izvor ugljika, dok je kvas¢ev
ekstrakt u koncentraciji od 10 g L™ sluZio kao izvor duSika. Na slikama 14 i 15 prikazana je

promjena specifiéne enzimska aktivnosti te promjena koncentracije biomase u vremenu.
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Slika 14 prikazuje promjenu opti¢ke gustoée tijekom uzgoja, koja je mjerena na 600 nm za
prvo decimalno razrjedenje kvas€eve biomase. Od pocetka uzgoja do 2. sata odvijala se lag
faza, gdje je biomasa ostala konstantna, jer su se stanice prilagodavale novim uvjetima i nisu
se dijelile. Nakon toga, od 2. do 9. sata, uslijedila je eksponencijalna faza, obiljeZena naglim
porastom koncentracije biomase zbog ubrzanog dijeljenja stanica. Nakon 9. sata, rast
biomase se znacajno usporio, 3to je oznacilo poCetak stacionarne faze, tijekom koje se
zabiljezio vrlo mali porast koncentracije biomase do 27. sata. Nakon toga, koncentracija
biomase se pocela blago smanjivati, prelaze¢i u fazu odumiranja, uzrokovanu iscrplienjem

nutrijenata i nakupljanjem toksi¢nih produkata.

Na slici 15 prikazan je odnos izmedu potroSnje saharoze, glukoze i fruktoze i specificne
enzimske aktivnosti tijekom uzgoja kvasca u bioreaktoru. U po&etnoj fazi, do 9. sata, saharoza
se razgradivala dok su koncentracije glukoze i fruktoze ostale uglavnom konstantne. To
sugerira da je kvasac prvenstveno koristio monosaharide oslobodene hidrolizom saharoze,
¢ime se odrzavala njihova konstantna koncentracija. Nakon 9. sata, pojavila se enzimska
aktivnost svih ispitivanih enzima, $to se poklopilo s poCetkom stacionarne faze. Dok se
koncentracija saharoze smanijivala od 9. do 24. sata, specificna aktivnost celulaze je rasla,
dosegnuvsi svoj maksimum od 482,76 U gukproteina -, @ maksimum CMC-aze postignut je u 26.
satu u vrijednosti od 1700 U Qukproteina’. Ovaj porast sugerira da su ovi enzimi inducirani
prisutnoS¢u saharoze ili produkata njezine razgradnje. Do 28. sata, aktivhost oba enzima
smanjivala se, a nakon 28. sata uslijedio je nagli pad enzimske aktivnosti, koji se poklopio s
fazom odumiranja kvasca. Aktivnost ksilanaze takoder je detektirana nakon 9. sata uzgoja,
gdje je postignuta vrijednost od samo 153,10 U gukproeina* , koja je ostala priblizno konstantna
do kraja uzgoja. Niska aktivnost ksilanaze tijekom cijelog razdoblja sugerira da uvjeti u
bioreaktoru nisu bili optimalni za njezinu proizvodnju ili da kvasac koriSten u istrazivanju ima

ogranienu sposobnost sinteze ksilanaze.

Specifitna enzimska aktivnost detektirana je tijekom stacionarne faze, pri ¢emu je na kraju te
faze doSlo do smanjenja aktivnosti. Istrazivanje Sakpetch i sur. (2017) takoder je pokazalo da
je maksimalna proizvodnja lignocelulolitickih enzima povezana s rastom mikroorganizama,
posebno tijekom stacionarne faze. U ovom su istrazivanju ispitivani hidroliticki i ligninoliticki
enzimi kod bakterijskih i gljivi¢nih izolata, kao i aktinomiceta. Kada stanice predu u stacionarnu
fazu, dolazi do brojnih fizioloskih, morfoloSkih i promjena u ekspresiji gena. Ou i sur. (2004)
navode da prinos proteina u stacionarnoj fazi kod bakterija moze biti ¢ak 121% veci u odnosu
na logaritamsku fazu. S druge strane, u fazi micelijalnog rasta (eksponencijalnoj fazi) gljiva A.
bisporus i G. lucidum zabiljezena je znatno veca ekspresija gena i enzima koji modificiraju

lignin (Zhou i sur., 2018; Patyshakuliyeva i sur., 2015). Ovi rezultati ukazuju na to da vrsta
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mikroorganizma i razli¢iti faktori koji utje€u na rast igraju kljuénu ulogu u regulaciji enzimske
aktivnosti. Stoga je vazno razumjeti metabolizam mikroorganizma, uklju€ujuci fazu rasta u
kojoj se najviSe eksprimiraju zeljeni enzimi, kako bi se optimizirali uvjeti uzgoja, povecao

prinos enzima i poboljSala ekonomiénost procesa.

Dio uzorka uzetog nakon 48 sati je analiziran, dok je drugi dio prvo centrifugiran radi
koncentriranja enzima, a potom analiziran. Izmjerene specificne enzimske aktivnosti u
koncentriranom uzorku iznosile su 345 U Qukproteina* Za celulazu, 1200 U gukproteina * Za& CMC-
azu i 400 U gukproteina* za ksilanaze. Sve enzimske aktivnosti u koncentriranom uzorku bile su

vece u usporedbi s aktivnostima izmjerenim u nekoncentriranom uzorku.

Utvrdeno je da maksimalna specificna enzimska aktivhost CMC-aze u bioreaktoru iznosi 1700
U Qukproteina *, $to je znacdajno veée u odnosu na vrijednost od 1218 U gukproteina * POStignutu u
istoj hranjivoj podlozi u tikvicama. Sli€no tome, enzimska aktivnost ksilanaze u bioreaktoru
(156 U Qukproteina *) takoder je premasila onu zabiljeZenu u tikvicama (102 U gukproteinaX). OVi
rezultati ukazuju na pozitivan utjecaj kontroliranih uvjeta u bioreaktoru, poput pH, temperature,
aeracije i mijeSanja, na proizvodnju CMC-aze i ksilanaze. Nasuprot tome, aktivnost celulaze
bila je veéa u tikvicama (1160 U gukproteina™>) N€GO U bioreaktoru (772 U gukproteina -). Ovaj nalaz
sugerira da specifi¢ni parametri u bioreaktoru nisu bili optimalni za celulazu, ili da je doSlo do
inhibicije enzima na veéim koncentracijama. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
optimizirali parametri bioreaktora za maksimalnu proizvodnju svih triju enzima, ukljuCujuci
ispitivanje utjecaja razli€itih temperatura, pH vrijednosti, brzine mijeSanja i sastava hranjive
podloge. Dodatna analiza ekspresije gena ukljucenih u sintezu enzima pruzila bi vrijedne

informacije o regulaciji njihove proizvodnje u ovom sustavu.
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5. ZAKLJUCCI

Ispitivanje lignocelulolitiCke aktivnosti kvasaca D. hansenii JCM 1990, P. tannophilus
JCM 31685, S. cerevisiae ZIM 3418 i Y. lipolytica DSM 21175 pokazalo je da D.
hansenii ostvaruje aktivhost CMC-aze na svim testiranim izvorima ugljika (glukoza,
fruktoza, ksiloza i arabinoza), s najve¢om prosje¢nom aktivnoS¢u na glukozi u iznosu
od 47,81 U L. Ovaj rezultat istiCe D. hansenii kao perspektivhog kandidata za daljnja

istrazivanja.

Za proizvodnju lignocelulolitiCkih enzima s pomoéu D. hansenii ispitivani su razliiti
omijeri izvora ugljika i dusika u hranjivoj podlozi. Rezultati pokazuju da omijer 2:1
predstavlja optimalan odnos za postizanje maksimalne specificne enzimske aktivnosti

CMC-aze i celulaze, neovisno o koristenom izvoru ugljika.

Specifi€na aktivnost ksilanaze pokazala je drugaciji trend u odnosu na CMC-azu i
celulazu. Naime, veca aktivnost ksilanaze uolena je pri manjim koncentracijama
duSika, s odredenim varijacijama ovisno o izvoru ugljika. Na primjer, u podlozi s
glukozom, optimalan omijer izvora ugljika i duSika za ksilanazu bio je 4:1, dok je u
podlozi s melasom to bio omjer 20:1. Ovi rezultati ukazuju na kompleksnu regulaciju
sinteze ksilanaze i potencijalnu represiju na razini transkripcije ili translacije pri vi§im

koncentracijama dusika.

Koristenje kvas€evog ekstrakta kao organskog izvora duSika rezultiralo je znacajno
vecim specificnim enzimskim aktivnostima celulaze, CMC-aze i, u veéini sluajeva,
ksilanaze u usporedbi s kukuruznom mocevinom. Ovaj rezultat sugerira da kvascev
ekstrakt sadrzi esencijalne nutrijente, poput vitamina, minerala i peptida, koji dodatno

poti€u D. hansenii u proizvodniji lignocelulolitiCkih enzima.

Dodatak ¢€vrstog hidrolizata biljke bljeStac u hranjivu podlogu s glukozom rezultirao je
najve¢im specifiénim enzimskim aktivnostima svih triju enzima, pri ¢emu su zabiljezene
maksimalne vrijednosti od 7121,85 U Qukproteina - Za celulazu, 7396,98 U gukproteina > Za
CMC-azu i 1820,28 U gukproeina - za ksilanazu. Ovaj rezultat sugerira da prisutnost
lignocelulozne biomase inducira ekspresiju gena odgovornih za sintezu ovih enzima u
D. hansenii.

Uzgoj D. hansenii u bioreaktoru, u usporedbi s manjim volumenom u tikvicama, doveo

je do povecanja specificne enzimske aktivnosti CMC-aze i ksilanaze. Medutim, uo¢eno
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je i smanjenje aktivnosti celulaze u bioreaktoru. Ovaj rezultat ukazuje na potrebu za
daljnjom optimizacijom uvjeta u bioreaktoru, poput temperature, pH, brzine mijeSanja

i sastava hranjive podloge, kako bi se postigla maksimalna moguca proizvodnja svih
triju enzima.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Katja BlaZevi¢ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam Koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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