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1.UvoD

Povecana potreba za proizvodnjom biogoriva rezultat je porasta potrosnje energije
uslijed ubrzanog rasta populacije i razvoja svjetskog gospodarstva, nestabilnosti cijene kao i
ekoloskih posljedica izgaranja fosilnih goriva. Smanjenje zaliha nafte procjenjuje se na 2 do 3
% godisnje (Campbell, 2006). Biogoriva se dobivaju preradom organskog materijala, odnosno
biomase koja predstavlja obnovljivi izvor energije. KoriStenje obnovljivih izvora energije
smatra se primarnom strategijom smanjenja emisije staklenickih plinova. Industrijski znacajna
biogoriva su bioetanol, biodizel i bioplin. Biogoriva prve generacije proizvode se iz Secernih i
Skrobnih sirovina, biljnih ulja i masti Zivotinjskog podrijetla. KoriStenje poljoprivrednih usjeva
za proizvodnju biogoriva dovodi do porasta cijene Zitarica i prehrambenih proizvoda (Welker i
sur., 2015). Kompeticija s prehrambenom industrijom rezultirala je istrazivanjem alternativnih
sirovina za proizvodnju biogoriva. Lignocelulozna biomasa predstavlja interesantnu
biotehnolosku sirovinu za proizvodnju obnovljivih goriva zahvaljujuéi odredenim prednostima.
Lignocelulozne sirovine ne koriste se za prehranu ljudi i stoke, lako su dostupne i znatno
jeftinije u odnosu na sirovine za proizvodnju biogoriva prve generacije. Medutim, zbog
slozenog kemijskog sastava lignoceluloze, ove sirovine zahtijevaju odgovaraju¢u predobradu
Cija je svrha oslobadanje fermentabilnih Se¢era koje mikroorganizmi mogu koristiti za rast i

sintezu proizvoda.

Trenutno se 95 % biodizela proizvodi iz biljnih ulja, primjerice ulja soje i uljane repice
(Azocar i sur., 2010). Posljednjih godina istrazivanja su usmjerena prema iskoriStavanju
mikrobnih lipida za proizvodnju biodizela druge generacije. Odredeni mikroorganizmi, tzv.
oleaginozni mikroorganizmi, imaju sposobnost akumulacije preko 20 % lipida u suhoj tvari
biomase, pretezito u formi triacilglicerola. Biodizel proizveden transesterifikacijom mikrobnih
triacilgicerola sli¢nog je sastava biodizelu dobivenom tradicionalnom proizvodnjom iz jestivih
biljnih ulja te se moze rabiti kao pogonsko gorivo, s malo ili bez preinaka na postojec¢im
dizelskim motorima (Kumar i sur., 2017). Kombinacija jeftinih sirovina, poput lignoceluloznih,
i oleaginoznih mikroorganizama predstavlja moguénost potencijalnog razvoja optimalnog
sustava za proizvodnju biodizela. Trenutni izazovi u proizvodniji biodizela druge generacije
odnose se na pronalazenje visokoproduktivnih sojeva otpornih na djelovanje inhibitora
nastalih predobradom lignoceluloznih sirovina (Ruan i sur., 2015).

Cilj ovog rada je istraziti ucinak razlicitih koncentracija mravlje i levulinske kiseline,
koje se nalaze u lignoceluloznim hidrolizatima, na rast i akumulaciju lipida u plijesni Mortierella

isabellina prilikom Sarznog uzgoja s glukozom kao izvorom ugljika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Lignocelulozne sirovine

U lignocelulozne sirovine ubrajaju se poljoprivredni ostatci (stabljika, oklasak i
komusina kukuruza, trava, bagasa Secerne trske), otpad drvopreradivacke industrije (piljevina
i strugotine, otpad papirne industrije), otpad prehrambene industrije, energetski usjevi i
komunalni otpadni papir (Ivanci¢ Santek i sur., 2016). Navedene sirovine koriste se za
proizvodnju biogoriva druge generacije. U usporedbi sa Secernim i Skrobnim sirovinama cijena
lignoceluloznih sirovina je niza, ali je zbog kompleksne strukture sirovine potreban slozen

proces proizvodnije.
2.1.1. Sastav lignoceluloznih sirovina

Osnovne komponente lignoceluloznih sirovina su celuloza, hemiceluloza i lignin.
Ostatak cine manje koli¢ine pektina, proteina, ekstraktivnih tvari i pepela (Jgrgensen i sur.,
2007). Udio pojedine komponente razlikuje se ovisno o vrsti lignocelulozne sirovine. Celuloza
i hemiceluloza ¢ine oko 70% cjelokupne biomase te su ¢vrsto povezane s ligninom kovalentnim
i vodikovim vezama Sto pridonosi robusnosti i otpornosti strukture prema razlic¢itim metodama
predobrade (McMillan, 1994; Knauf i Moniruzzaman, 2004). Paralelni lanci celuloze tvore
mikrovlakna medusobnim povezivnjem vodikovim vezama i van der Waalsovim silama.
Mikrovlakna su okruzena hemicelulozom i ligninom (slika 1). Celulozna vlakna nastaju

udruzivanjem mikrovlakana.

Celuloza

e POV

oM

p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol

Slika 1. Struktura lignoceluloze (prema Alonso i sur., 2012)



2.1.1.1. Celuloza

Celuloza kao osnovni sastojak stani¢ne stijenke osigurava strukturnu potporu biljnom
tkivu, a prisutna je i u bakterijama, gljivama i algama. Dvije molekule D-glukoze medusobno
su povezane B-1,4-glikozidnom vezom formirajuéi disaharid celobiozu. Celuloza je linearni
polimer sastavljen od ponavljajucih jedinica celobioze (slika 1). Kiselinskom ili enzimskom
hidrolizom B-1,4-glikozidne veze dolazi do nastajanja D-glukoze (Bajpai, 2016). Nativnha
celuloza pretezito je kristali¢ne strukture, dok je maniji dio amorfan. Brojne hidroksilne grupe
u kristali¢noj celulozi tvore vodikove veze sto dovodi do umrezavanja celuloznih lanaca te tako
doprinosi ¢vrstoci kristalicne strukture (Zhang i sur., 2008). Amorfna celuloza podloznija je

enzimskoj razgradnji (Béguin i Aubert, 1994).
2.1.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza predstavlja skupinu linearnih i razgranatih polisaharida koji se po sastavu
razlikuju ovisno o biljnom tkivu i vrsti, kao i razvojnom stadiju biljke (Sorek i sur., 2014). U
usporedbi s celulozom, hemiceluloza je kemijski heterogenog sastava i amorfne strukture.
Polisaharidi su sastavljeni od heksoza (D-glukoza, D-galaktoza i D-manoza), pentoza (D-
ksiloza i L-arabinoza) i SeCernih kiselina (D-glukuronska, D-galakturonska i metilgalakturonska
kiselina). Osnovni lanac hemiceluloze je homopolimer ili heteropolimer u kojem su monomerne
jedinice najceS¢e povezane B-1,4-glikozidnom vezom (slika 1). Na ovaj lanac mogu se vezati
krace glikozilne skupine. Osim Seéera, hemiceluloza sadrzi i manji udio acetilnih skupina. Od
svih komponenata lignoceluloze, hemiceluloza je najosjetljivija na termicku i kemijsku obradu
(Kumar i sur., 2017).

2.1.1.3. Lignin

Primarna funkcija lignina je odrzavanje nepropusnosti i pruzanje strukturne potpore
biljnom tkivu uz zastitu od mikrobne razgradnje i oksidativnog stresa (Hendriks i Zeeman,
2009). Lignin je kompleksni heteropolimer izgraden od nelinearno i nasumi¢no povezanih
fenilpropanskih jedinica. Tri osnovna monomera su: p-kumaril, koniferil i sinapil alkohol (slika
1). Monomeri su medusobno povezani alkil-alkil, aril-aril i alkil-aril eterskim vezama (Kumar i
sur., 2009). Lignin predstavlja fizicku prepreku razgradnji polisaharidnih komponenata
lignoceluloze zbog ¢ega je nuzna predobrada u svrhu njegovog uklanjanja. Na ucinkovitost
predobrade i saharifikacije utjecu sljededi faktori: ukupni udio lignina u sirovini, sastav lignina,
stupanj polimerizacije lignina te priroda i stupanj umrezenosti lignina s polisaharidima (Sorek
i sur., 2014). Lignin je potencijalna sirovina za proizvodnju kemikalija, goriva i drugih
biotehnoloskih proizvoda (Welker i sur., 2015).



2.1.2. Predobrada lignoceluloznih sirovina

Predobradom lignocelulozne sirovine dolazi do promjene fizikalnih i kemijskih
karakteristika lignoceluloze Sto je nuzno za ucinkovitu hidrolizu polisaharida do fermentabilnih
Secera (glukoza, ksiloza, celobioza, ksilobioza). Ciljevi predobrade obuhvacaju uklanjanje
lignina, djelomicnu ili potpunu hidrolizu hemiceluloze i smanjenje kristalinosti celuloze uz
povecanje poroznosti lignoceluloznog materijala. Tijekom posljednjih desetljeca razvijene su
razne metode predobrade koje se ugrubo mogu podijeliti na: fizikalne (mehanicko
usitnjavanje, piroliza, gama-zracenje), kemijske (alkalna hidroliza, kiselinska hidroliza,
ekstrakcija otapalima, ozonoliza), fizikalno-kemijske (eksplozija vlakana s amonijakom, CO ili
parom, hidrotermoliza) i bioloske (enzimi i mikroorganizmi, Galbe i Zacchi, 2007). Iako se
vedinom navedenih postupaka oslobadaju polisaharidi iz stani¢ne stijenke sirovine, neki su jos
uvijek ekonomski neisplativi zbog tehnoloskih potesko¢a. Neke od metoda predobrade

lignoceluloznih sirovina, s pripadaju¢im prednostima i nedostacima, prikazane su u tablici 1.

Na izbor metode utjece struktura sirovine, kao i nusproizvodi koji mogu nastati tijekom
predobrade. S obzirom na razlke u kemijskom sastavu i fizikalnim karakteristikama,
predobrada drvne biomase zahtjevnija je od predobrade poljoprivrednih ostataka.
Poljoprivredna biomasa poput stabljika kukuruza, rizine i pSeni¢ne slame uglavnom se sastoji
od hemiceluloze (32 %) i manjih koli¢ina lignina (3-13 %) (Limayem i Ricke, 2012), dok drvo
sadrzi visok udjel lignina (oko 29 %) i celuloze (oko 44 %) (Demirbas, 2005) Sto ga Cini
otpornijim na obradu. Tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina nastaju brojni inhibitori koji
znacajno smanjuju efikasnost biokonverzije supstrata u proizvod. Detoksikacija je nuzna u
slucaju jace inhibicije, akumulacije visokih koncentracija inhibitora u recirkulacijskom toku
bioreaktora ili upotrebe mikroorganizama s nizom tolerancijom na inhibitore (Palmqvist i Hahn-
Hagerdal, 2000a). Uklanjanje takvih spojeva iz hidrolizata Cesto je skupo uz relativno velike
gubitke fermentabilnih Seéera zbog ¢ega je potreban razvoj novih mikrobnih sojeva otpornijih

na djelovanje inhibitora (Piotrowski i sur., 2014).



Tablica 1. Pregled razli¢itih metoda predobrade lignoceluloznih sirovina (Kumar i sur., 2009)

metoda predobrade

prednosti

ogranicenja i nedostaci

mehanicko usitnjavanje

eksplozija parom

eksplozija vlakana s
amonijakom (AFEX)

eksplozija s CO;

ozonoliza

kiselinska hidroliza

alkalna hidroliza

organosolv proces

piroliza

pulsirajuce elektricno
polje

bioloSka obrada

smanjenje kristali¢nosti celuloze

degradacija hemiceluloze i
transformacija lignina;
isplativost

povecanje dostupne povrsine
sirovine; djelomic¢no uklanjanje
lignina i hemiceluloze; nema
nastajanja inhibitora

povecanje dostupne povrsine;
isplativost; nema nastajanja
inhibitora

smanjenje udjela lignina; nema
nastajanja toksicnih tvari

hidroliza hemiceluloze do ksiloze
i ostalih Secera; promjena
strukture lignina

uklanjanje hemiceluloze i
lignina; povecanje dostupne
povrsine sirovine

hidroliza hemiceluloze i lignina

nastajanje plinovitih i tekuéih
proizvoda

razgradnja stanicne stijenke;
jednostavna oprema

degradacija lignina i
hemiceluloze; mali utrosak
energije

potrosnja energije veca od
teoretski sadrzane u biomasi

razgradnja dijela frakcije
ksilana; nepotpuno
razdvajanje lignina od
polisaharida; nastajanje
inhibitora

neucinkovitost kod vecih
udjela lignina

bez modifikacije lignina i
hemiceluloze

potrebne velike koli¢ine
0zona; visoka cijena

visoka cijena; korozija;
nastajanje toksicnih tvari

dugotrajna predobrada;
ugradivanje soli u biomasu

potrebno uklanjanje i
reciklacija otapala; visoka
cijena

visoka temperatura;
nastajanje pepela

potrebna daljnja istraZivanja

spora hidroliza




2.1.3. Inhibitori nastali predobradom lignoceluloznih sirovina

Inhibitori koji nastaju predobradom lignoceluloze mogu se, s obzirom na kemijsku
strukturu i podrijetlo, podijeliti na: alifatske kiseline (octena, mravlja i levulinska kiselina),
furanske aldehide (furfural i 5-hidroksimetilfurfural) i fenolne spojeve (slika 2). Hidrolizom
celuloze nastaje glukoza, dok se razgradnjom hemiceluloze uz glukozu oslobadaju i ksiloza,
manoza, galaktoza i arabinoza. Tijekom predobrade i hidrolize s kiselinama dehidracijom

pentoza nastaje furfural, a dehidracijom heksoza 5-hidroksimetilfurfural.

Celuloza Hemiceluloza Lignin Ekstraktivne tvari

\ Glukoza Manoza Galaktoza , Ksioza Arabinoza ,

HOH,C Y0 CHO OV CHO
A0 AR 04

Hidroksimetiffurfural (HMF) Furfural
o N \ )
e W ||
H3C/ \c/ \c/ HC\ /C\
H, " OH H4C OH
Levulinska kiselina o Mraviia kiselina Octena kiselina

Slika 2. Nastajanje inhibitora rasta tijekom predobrade lignoceluloznih sirovina (prema
Jonsson i sur., 2013)
Pri ekstremnim uvjetima predobrade, kao Sto su visoka temperatura i niska pH vrijednost, iz
5-hidroksimetilfurfurala nastaju mravlja i levulinska kiselina. Mravlja kiselina takoder nastaje
degradacijom furfurala. Nastanak octene kiseline nije povezan s degradacijom Seéera vec je
rezultat hidrolize acetilnih skupina hemiceluloze (Jonsson i Martin, 2015). Cijepanjem eterskih
veza u ligninu oslobadaju se fenolni spojevi od kojih su najzastupljeniji vanilin, 4-
hidroksibenzojeva kiselina, 4-hidroksibenzaldehid, dihidrokoniferil-alkohol, koniferil-aldehid,
siringaldehid, 2-gvajacilacetaldehid i Hibbert-ovi ketoni (Mitchell i sur., 2013). Neke od

ekstraktivnih tvari takoder su fenolni spojevi.

Inhibitori nastali predobradom lignoceluloznih sirovina utjecu na brzinu fermentacije i

prinos proizvoda cime se produljuje vrijeme fermentacije i povecavaju operativni troskovi



procesa (Piotrowski i sur., 2014). Takoder, poznato je da fenolni spojevi inhibiraju celulaze

tijekom enzimske hidrolize celuloze (Ximenes i sur., 2011). Zbog kemijske raznovrsnosti

inhibitori utjeCu na razli¢ite staniCne procese (tablica 2). Njihov ucinak ocituje se kroz

oStecenja stanicne membrane i nukleinskih kiselina te inhibiciju enzima odnosno stani¢nog

metabolizma. Iako je udio fenolnih spojeva u lignoceluloznom hidrolizatu relativno nizak,

toksicnost tih spojeva veca je u odnosu na furanske aldehide i alifatske kiseline zahvaljujuci

njihovom hidrofobnom karakteru, Sto omogucuje brzu difuziju kroz stanicnu membranu i

rezultira akumulacijom fenola u citosolu (Ibraheem i Ndimba, 2013).

Tablica 2. Ucinak inhibitora na stani¢ne procese

inhibitor

nacin djelovanja

reference

alifatske kiseline
octena kiselina,
mravlja kiselina,

levulinska kiselina

furanski aldehidi
HMF, furfural

fenolni spojevi

smanjenje razine ATP-a; pad
intracelularne pH vrijednosti;
povecanje turgora; inhibicija
biosinteze makromolekula; inhibicija
replikacije DNA; smanjenje koli¢ine
aminokiselina; inhibicija stanicnih

enzima

inhibicija enzima glikolize;
denaturacija i oSte¢enje DNA,;

ostecenje stanicne membrane

ostecenje stani¢ne membrane;
smanjenje razine ATP-a; povecana
proizvodnja slobodnih radikala;
denaturacija stanicnih
proteina/enzima; DNA mutageneza;
osteéenje citoskeleta; indukcija

apoptoze

Jonsson i Martin, 2015;
Jonsson i sur., 2013;
Cherrington i sur., 1990;
Mills i sur., 2009

Modig i sur., 2002; Hadi i
sur., 1989; Zaldivar i sur.,
1999

Heipieper i sur., 1994;
Mikulasova i sur., 1990

Otpor djelovanju inhibitora zahtijeva slozen odgovor mnogih stani¢nih sustava.

Mikrobne stanice razvile su razlicite mehanizme rezistencije na ucinak inhibitora koji

podrazumijevaju detoksikaciju, ekskreciju i popravak nastalih ostecenja. Detoksikacija je

osnovni mehanizam kojim stanica uklanja toksi¢ne aldehide. Primjerice, redukcijom furfurala
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i vanilina pomo¢u NADPH-ovisne reduktaze nastaju manje toksicni alkoholi (Jarboe, 2011).
Medutim, to dovodi do smanjenja raspolozivog NADPH za biostintetske reakcije i rezultira
sporijom konverzijom Secera (Miller i sur., 2009). Ekskrecija je posredovana ATP-ovisnim
transmembranskim pumpama (ATPaze) koje izluCuju toksicne komponente u izvanstanicni
prostor na racun hidrolize ATP-a. U prisutnosti alifatskih kiselina i furanskih aldehida povecava
se razina ekspresije transmembranskih ATPaza. Popravci stani¢nih ostecenja nastalih
djelovanjem inhibitora zahtijevaju utroSak ATP-a, NADPH, ugljika i dusSika Sto dodatno
iscrpljuje stanicu. Bududi da lignocelulozni hidrolizati sadrze smjesu inhibitora s razliCitim
nacinima djelovanja, potrebno je simultano djelovanje navedenih stani¢nih mehanizama
(Piotrowski i sur., 2014).

2.1.3.1. Mehanizam djelovanja alifatskih kiselina

Lipofilne nedisocirane alifatske kiseline ulaze u stanicu difuzijom kroz stani¢nu
membranu. Uslijed neutralnog pH u citosolu dolazi do disocijacije kiselina (Pampulha i
Loureiro-Dias, 1989) Sto rezultira padom intracelularne pH vrijednosti. pK, vrijednosti octene,
mravlje i levulinske kiseline su redom 4,75 (25 °C), 3,75 (20 °C) (Weast, 1975-1976) i 4,66
(25 °C) (Soni i sur., 1982). Larsson i sur. (1999) utvrdili su razlike u ucinku pojedinacnih
alifatskih kiselina na rast kvasca S. cerevisiae. Inhibicijski ucinak pojedine kiseline ovisi o
selektivnoj permeabilnosti stanicne membrane i toksiCnosti anionskog oblika nastalog
disocijacijom.

PredloZena su dva mehanizma inhibicije alifatskim kiselinama (Russell, 1992). Nakon
ulaska kiseline u citosol, stanica nastoji odrzati neutralan pH pumpanjem protona u
izvanstanicni prostor preko H*-ATPaze, na racun hidrolize ATP-a (slika 3). Dodatan utroSak
energije dovodi do slabijeg rasta stanica. Pri viSim koncentracijama kiseline, uslijed iznimno
visoke potrebe za energijom, dolazi do iscrpljivanja zaliha ATP-a i acidifikacije citosola. Druga
teorija temelji se na pretpostavci da je toksicnost alifatskih kiselina posljedica intracelularne
akumulacije aniona. Naime, anionski oblik kiseline je hidrofilan i ne moze slobodno prijeéi kroz
stanicnu membranu. Radi postizanja ravnoteze, nedisocirana kiselina difundira u citosol
stanice. Kako je ravnotezna koncentracija nedisocirane kiseline funkcija pH, stupanj
akumulacije aniona bit ¢e funkcija pH gradijenta kroz stanicnu membranu (Russell, 1992).
Visoke koncentracije aniona interferiraju s metabolizmom stanice. Primjerice, octena kiselina
inhibira NADH dehidrogenazu (Zhao i sur., 2008) Sto onemogucuje odvijanje procesa

oksidativne fosforilacije.
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Slika 3. Migracija alifatskih kiselina kroz staniénu membranu uslijed pH gradijenta i
odgovarajudi stani¢ni odgovor (prema Russell, 1991)

2.2. Proizvodnja mikrobnih lipida iz lignoceluloznih sirovina

Biodizel se smatra zanimljivom alternativom naftnom dizel gorivu zahvaljujuci
pozitivnim ekoloskim karakteristikama. Proizvodi se transesterifikacijom, pri ¢emu po molu
triacilglicerola nastaju tri mola alkilnih estera masnih kiselina (biodizel) i jedan mol glicerola
(Kumar i sur., 2017). Tradicionalna proizvodnja biodizela iz jestivih biljnih ulja nailazi na
odredena ogranicenja. Koristenje poljoprivrednih usjeva za proizvodnju goriva kao i sve veéi
globalni zahtjevi za energijom doveli su do potrebe za nalaZzenjem alternativnih izvora lipida.
Znacajan interes usmjeren je prema iskoristavanju lipida izoliranih iz mikrobne biomase.
Oleaginozni mikroorganizmi imaju sposobnost akumulacije lipida, prvenstveno u formi
triacilglicerola, sa sastavom masnih kiselina sli¢nim kao i u biljnim uljima (Kumar i sur., 2017).
U usporedbi s tradicionalnom kultivacijom biljaka, uzgoj oleaginoznih mikroorganizama
neovisan je o klimatskim uvjetima, ne utjece na cijene prehrambenih proizvoda i ne zahtijeva
obradive poljoprivredne povrsine dok je proizvodnja lipida znatno brza. Bududi da je cijena
sirovine najveca prepreka komercijalizaciji biogoriva, pozeljno je koristenje jeftinijih izvora
ugljika. Lignocelulozne sirovine predstavljaju jeftine i lako dostupne sirovine za proizvodnju
biodizela. Osnovni koraci mikrobne proizvodnje lipida iz lignoceluloznih sirovina su:

predobrada sirovine, hidroliza celuloze, biosinteza i izolacija proizvoda.



2.2.1. Oleaginozni mikroorganizmi

Lipidi Cine viSe od 20 % suhe tvari biomase oleaginoznih mikroorganizama (Xu i sur.,
2013). Najzastupljenije masne kiseline su: miristinska (C14:0), palmitinska (C16:0), stearinska
(C18:0), oleinska (C18:1), linoleinska (C18:2) i linolenska (C18:3) (Ruan i sur., 2012).
Sposobnost akumulacije lipida posjeduju neke vrste kvasca, plijesni, bakterija i algi (tablica
3). Sastav i sadrzaj lipida variraju ovisno o vrsti. Sposobnost nakupljanja vecih koli¢ina lipida
¢ini mikroorganizam komercijalno zanimljivijim. Plijesan Mortierella isabellina potencijalni je
kandidat za proizvodnju lipida na lignoceluloznim hidrolizatima zahvaljujuéi iznimnoj

sposobnosti nakupljanja lipida i otpornosti prema inhibitorima (Ruan i sur., 2012).

Tablica 3. Sadrzaj lipida u suhoj tvari biomase nekih mikroorganizama (Meng i sur., 2009)

mikroorganizam udio lipida mikroorganizam udio lipida
(% s.tv.) (% s.tv.)
mikroalge kvasci
Botryococcus braunii 25-75 Candida curvata 58
Cylindrotheca sp. 16-37 Cryptococcus albidus 65
Nitzschia sp. 45-47 Lipomyces starkeyi 64
Schizochytrium sp. 50-77 Rhodotorula glutinis 72
bakterije plijesni
Arthrobacter sp. >40 Aspergillus oryzae 57
Acinetobacter calcoaceticus 27-38 Mortierella isabellina 86
Rhodococcus opacus 24-25 Humicola lanuginosa 75
Bacillus alcalophilus 18-24 Mortierella vinacea 66

2.2.2. Biosinteza mikrobnih lipida

Nakupljanje lipida u stanicama oleaginoznih mikroorganizama najcesée zapocinje u
uvjetima limitacije izvorom dusika (slika 4) dok je izvor ugljika prisutan u suvisku Sto rezultira
cijepanjem AMP-a u inozin monofosfat (IMP) i amonijeve ione pomoc¢u enzima AMP-deaminaze
(Akpinar-Bayizit, 2014). U takvim uvjetima amonijevi ioni stanici sluze kao alternativni izvor
dusika. Pad koncentracije AMP-a dovodi do smanjenja aktivnosti izocitrat-dehidrogenaze
odgovorne za oksidativnu dekarboksilaciju izocitrata do a-ketoglutarata. Buduci da se izocitrat
ne moze efikasno metabolizirati u citratnom ciklusu, dolazi do njegove akumulacije i

izomerizacije u citrat. Citrat se iz mitohondrija transportira u citosol gdje se djelovanjem ATP-
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citrat liaze cijepa na oksaloacetat i acetil-CoA koji je prekursor za sintezu masnih kiselina.
Posjedovanje ATP citrat liaze kljucni je faktor akumulacije lipida oleaginoznih mikroorganizama
(Muniraj i sur., 2015). Oksaloacetat se reducira u malat koji se zatim, u reakciji kataliziranoj
malatnim enzimom, oksidativho dekarboksilira u piruvat uz redukciju NADP* u NADPH.
Biosinteza masnih kiselina odvija se u citosolu pomoc¢u multienzimskog kompleksa sintaze
masnih kiselina, pri ¢emu su potrebne znatne kolicine NADPH. Izvor NADPH osigurava upravo
reakcija katalizirana malatnim enzimom. Po zavrSetku sinteze, masne kiseline se esterificiraju

s glicerolom.

Lignocelulozna sirovina

l Fizikalne / kemijske/ biolodke il kombinacija metoda
Predobrada

l Sredstvo za hidrofizu

Hidroliza

»( Hidrolizat )]

l Limitacija dusikom

i‘ Niska koncentracija AMP-a

| Mitohondrij ‘L

Detol&ikacija

izocitrat-dehidrogenaze

!

Akumulacija citrata ]

‘ Acetil-CoA

[ Inaktivacija NAD*-ovisne ]

1
\ Biosinteza masnih kiselina Citosol /

Slika 4. Opc¢a shema proizvodnje mikrobnih lipida na lignoceluloznim hidrolizatima (prema
Kumar i sur., 2017)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Radni mikroorganizam

Radni mikroorganizam je kultura plijesni Mortierella isabellina iz zbirke
mikroogranizama Deutsche Sammilung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Njemacka), soj
UBC 129 (DSM No. 1414). Kultura je ¢uvana u hladnjaku na +4 °C.

3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga
Za pripremu hranjivih podloga koriStene su sirovine navedene u tablici 4.

Tablica 4. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

sirovina proizvodac
glukoza Kemika, Hrvatska
kvascev ekstrakt Carl Roth, Njemacka
diamonijev sulfat Kemika, Hrvatska
kalijev dihidrogenfosfat Kemika, Hrvatska
natrijev dihidrogenfosfat Kemika, Hrvatska
magnezijev sulfat heptahidrat Kemika, Hrvatska
kalcijev klorid dihidrat Kemika, Hrvatska
Zeljezov(I1I) klorid sekstahidrat Kemika, Hrvatska
bakrov sulfat pentahidrat Kemika, Hrvatska
cinkov sulfat heptahidrat Merck, SAD
kobaltov nitrat monohidrat Kemika, Hrvatska
manganov sulfat pentahidrat Sigma-Aldrich, SAD
PDA agar Becton Dickinson, USA
levulinska kiselina Sigma-Aldrich, SAD
mravlja kiselina Sigma-Aldrich, SAD
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3.1.3. Ostale kemikalije
Kemikalije koriStene u istrazivanju prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Ostale kemikalije koriStene u istraZivanju

kemikalija proizvodac
cinkov sulfat heptahidrat Merck, SAD
etanol (96%) Kemika, Hrvatska
kloroform Macron Fine Chemicals, SAD
klorovodicna kiselina Kemika, Hrvatska
metanol Kemika, Hrvatska
natrijev klorid Kemika, Hrvatska
fosforna kiselina Sigma-Aldrich, SAD
Tween 80 Merck, SAD

3.1.4. Hranjiva podloga za uzgoj plijesni u tikvicama

Proveden je Sarzni uzgoj plijesni M. isabellina u teku¢im hranjivim podlogama s
glukozom kao izvorom ugljika. U tablici 6 prikazan je sastav hranjivih podloga. U podloge je

nakon sterilizacije dodan inhibitor u odgovarajucoj koncentraciji (tablica 7).

Tablica 6. Sastav hranjivih podloga za uzgoj plijesni u tikvicama

sastojak koncentracija [g L]
glukoza 50
kvascev ekstrakt 1
diamonijev sulfat 0,41
kalijev dihidrogenfosfat 7
natrijev dihidrogenfosfat 2
magnezijev sulfat heptahidrat 1,5
kalcijev klorid dihidrat 0,1
zeljezov(III) klorid sekstahidrat 0,008
bakrov sulfat pentahidrat 0,001
cinkov sulfat heptahidrat 0,001
kobaltov nitrat monohidrat 0,001
manganov sulfat pentahidrat 0,001
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Tablica 7. Koncentracije pojedinog inhibitora u tekuc¢im hranjivim podlogama

levulinska kiselina [g L] mravlja kiselina [g L]

0,555 0,05

1,111 0,1

1,665 0,15
2,222 0,2

3,33 0,3

4,44 0,4

5,55 0,5

6,0 0,6

3.1.5. Oprema i aparatura
3.1.5.1. Centrifuge

Za izdvajanje biomase plijesni iz prevrele hranjive podloge koriStena je centrifuga
Thermo Scientific SL 8 R (Thermo Fisher Scientific, SAD) (slika 5). Uzorci su centrifugirani u
Falcon kivetama od 50 mL. Tijekom pripreme uzoraka za HPLC analizu koristena je centrifuga
HC-240 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija) i Eppendorf epruvete od 1,5 mL.

Slika 5. Laboratorijska centrifuga Thermo Scientific SL 8 R (vlastita fotografija)
3.1.5.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Nakon centrifugiranja prevrele hranjive podloge, u supernatantu je odredena
koncentracija neprevrele glukoze pomoc¢u HPLC uredaja Shimadzu CLASS-VP LC-10A.»
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(Shimadzu, Japan) (slika 6). Uredaj se sastoji od pumpe (LC-10ADVP), otplinjaca (DGU-14A),
automatskog injektora (SIL-10ADVP), uredaja za grijanje kolone (CTO-10A VP), analiticke
kolone (ionsko-izmjenjivacka kolona Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm L.D., 9 um; Sigma-
Aldrich, SAD) s predkolonom (Supelcogel™H; 5 cm x 4,6 mm 1.D., 9 um; Sigma-Aldrich, SAD),
detektora indeksa loma (RID-10A), modula za kontrolu sustava (SCL-10A VP) i racunalnog
programa za kromatografiju (CLASS-VP v6.10).

Slika 6. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti Shimadzu CLASS-VP LC-
10A.» (vlastita fotografija)

3.1.5.3. Ostala oprema i aparatura

Uz navedenu opremu, laboratorijski pribor i posude, u ovom istrazivanju koristena je

oprema prikazana u tablici 8.

Tablica 8. Ostala oprema i aparatura

oprema proizvodac
laboratorijska tresilica B. Braun Biotech. International, Sartorius group, Njemacka

autoklav Sutjeska, Jugoslavija

tehni¢ka vaga Tehtnica Zelezniki, Slovenija

analiticka vaga Sartorius, Njemacka
suSionik Instrumentaria, Hrvatska

vortex mikser Boeco, Njemacka
pH metar Metrohm AG, Svicarska
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3.2. Metode
3.2.1 Uzgoj spora plijesni M. isabellina

Plijesan M. isabellina kultivirana je na kosom PDA agaru tjedan dana pri temperaturi
od 28 °C. Spore plijesni sastrugane su s povrsine podloge i resuspendirane uz dodatak otopine
Tween 80 koncentracije 1 g L. Nakon filtracije kroz sterilnu gazu, spore su pohranjene u
hladnjaku na -20 °C. Broj spora po mililitru suspenzije odreden je brojanjem u Thoma-ovoj

komorici.
3.2.2. Uzgoj plijesni M. isabellina u tikvicama

Uzgoj je proveden u Erlenmeyerovim tikvicama od 300 mL koje su sadrzavale 50 mL
hranjive podloge istog sastava. Pripremljene su po dvije tikvice za svaku odabranu
koncentraciju inhibitora (slika 7) i kontrolna podloga koja nije sadrzavala inhibitor. Hranjivim
podlogama je pH namjesten na 5,0 dodatkom 1 M klorovodicne kiseline. Tikvice s podlogama
sterilizirane su u autoklavu pri temperaturi od 121 °C tijekom 20 min. U ohladene hranjive
podloge dodan je inhibitor u odgovarajucoj koncentraciji, a zatim su podloge inokulirane s 10’
spora plijesni M. isabellina. Uzgoj je proveden na tresilici pri temperaturi od 28 °Ci 120 o min
! u trajanju od 7 dana. Po zavrSetku uzgoja kultura je centrifugirana 20 min pri 7900 o min

1, Vlazna biomasa podvrgnuta je susenju, a supernatanti su pohranjeni na -20 °C do analize.

Slika 7. Tikvice s biomasom plijesni uzgojenom pri razli¢itim koncentracijama mravlje
kiseline (vlastita fotografija)
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3.2.3. Analiticke metode
3.2.3.1. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase gravimetrijski

Nakon centrifugiranja talog biomase plijesni osusen je u susioniku pri 50 °C do
konstantne mase. Masa suhe tvari biomase izracunata je iz razlike mase kiveta nakon susenja
i praznih kiveta:

my = mpune kivete — mprazne kivete [g] [1]

Koncentracija suhe tvari biomase izraunata je prema izrazu:
X=75[gL7] [2]
Vp
gdje je:
V, — volumen podloge [L]

Sadrzaj vlage u osusenom uzorku biomase odreden je gravimetrijski suSenjem uzorka pri
temperaturi od 105 °C do konstantne mase. Udio vlage u biomasi iznosio je priblizno 3 %.

Izracunata vrijednost mase biomase plijesni korigirana je za sadrzaj vlage.

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije glukoze tekucinskom kromatografijom  visoke
djelotvornosti (HPLC)

Za odredivanje koncentracije glukoze nakon zavrSetka uzgoja u tikvicama koristen je

uredaj Shimadzu CLASS-VP LC-10A.». Dijelovi uredaja navedeni su u poglavlju 3.1.5.2.
3.2.3.2.1. Priprema uzoraka za HPLC analizu

Nakon separacije biomase plijesni saCuvani su supernatanti iz svake tikvice te je za
HPLC analizu izuzeto po 750 ulL uzorka i prebaceno u Eppendorf epruvete. Uzorcima je dodano
750 uL 10%-tne otopine cinkovog sulfata u svrhu talozenja proteina. Smijesa je
homogenizirana pomocu vortex miksera. Nakon 30 min provedeno je centrifugiranje pri 10000
g u trajanju od 10 min. 150 uL dobivenog supernatanta razrijedeno je 10x. Prije analize uzorci
su filtrirani kroz filter s porama promjera 0,2 um (CHROMAFIL®, PA-20/25; Macherey-Nagel,

Njemacka).
3.2.3.2.2. HPLC analiza

Za pripremu otopina koristena je redestilirana voda cija je vodljivost iznosila manje od
1 uS. Kao pokretna faza koristena je otopina H3PO4 (0,1 % vol/vol) u vodi. Po 20 uL svakog

uzorka injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 55 °C i brzini protoka

pokretne faze 0,5 mL min™.
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Nakon analize izvrSena je integracija dobivenih kromatograma pomoc¢u racunalnog
programa CLASS-VP v6.10. Koncentracija glukoze u uzorcima odredena je iz jednadzbe
baZzdarnog pravca za standard glukoze. Bazdarni dijagram prikazan je u prilogu 7.1.

3.2.3.3. Odredivanje udjela ljpida

U svrhu odredivanja udjela lipida biomasa plijesni M. isabellina hidrolizirana je
dodatkom klorovodicne kiseline te je potom provedena ekstrakcija lipida smjesom otapala
kloroform/metanol. Osusena biomasa prethodno je usitnjena u tarioniku u cilju poveéanja

ucinkovitosti hidrolize biomase i ekstrakcije lipida.
3.2.3.3.1. Kiselinska hidroliza biomase

U staklene viale odvagano je po 100 mg usitnjene biomase plijesni. Odvagama je
dodan 1 mL 4M klorovodicne kiseline te je sadrzaj promijeSan pomocu votrex miksera. Uzorci
su inkubirani 30 min pri sobnoj temperaturi uz povremeno mijeSanje. Potom je smijesa

zagrijavana 10 min u kipucoj vodi nakon ¢ega su uzorci ohladeni u ledenoj kupelji.
3.2.3.3.2. Ekstrakcija lipida

Hidrolizatima je dodano po 2 mL smjese otapala kloroform/metanol (1:1, v/v), a potom
je sadrzaj intenzivno mijeSan na vortex mikseru tijekom 5 min. Ekstrakcija ukupnih stanicnih
lipida provedena je preko nodi na tresilici pri 120 o min't. Nakon odvajanja faza (slika 8), donja
kloroformska faza, koja sadrzi ekstrahirane lipide, prenijeta je pomocu injekcijske igle u Cistu

staklenu vialu.

Va

v

L

Slika 8. Uzorak nakon ekstrakcije (vlastita fotografija)
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Zaostali proteini u ekstraktu istalozeni su dodatkom jednakog volumena 0,1 % otopine NaCl
te je smjesa homogenizirana pomocu vortex miksera tijekom 1 min. Pomocu injekcijske igle
ponovo je izdvojena donja kloroformska faza i prenijeta u suhu, prethodno izvaganu staklenu

epruvetu. Kloroform je iz uzoraka uklonjen propuhivanjem s plinovitim dusikom.
3.2.3.3.3. Izracun udjela lipida

Uzorci su osuseni u susioniku pri temperaturi od 60 °C do konstantne mase. Vaganjem
na analitickoj vagi izmjerena je masa epruveta s lipidima. Udio lipida u biomasi izracunat je

prema sljede¢em izrazu:

w, = § 100 [%)] [3]
L= =22 g [4]
p

gdje su:
Me - masa epruvete s lipidima nakon susenja [g]
Mep - Masa prazne epruvete [g]
L - koncentracija lipida

3.2.4. Pokazatelji uspjesnosti bioprocesa

Koeficijent konverzije supstrata u biomasu izraunat je iz omjera koncentracija prirasle

biomase i supstrata utroSenog tijekom bioprocesa:
_ Xm -1
Vs = 525 (8871 [5]

gdje su:

Xbi - koncentracija biomase bez lipida na kraju uzgoja [g L]
So - koncentracija supstrata na pocetku uzgoja [g L]

S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja [g L]

Koeficijent konverzije supstrata u lipide predstavlja omjer koncentracija sintetiziranih lipida i

supstrata utroSenog tijekom bioprocesa:

L -
Yips = 55 lgg™] [6]
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Produktivnost nastajanja biomase (Pry,) i produktivnost sinteze lipida (Pr.) izracunate su
prema sljedeé¢im jednadzbama:

Xb1

Pry, = [gL ! dan™1] [7]

Pr, = ti [g L7! dan™!] [8]

gdje je:
tu - vrijeme trajanja uzgoja [h]

Efikasnost bioprocesa izraCunata je iz omjera stvarnog i teorijskog koeficijenta konverzije

glukoze u lipide:

E = YSsw . 100 [%] [9]

YL/S teor
gdje su:

Yus & - stvarni koeficijent konverzije glukoze u lipide [g g!]

Yus o - teorijski koeficijent konverzije glukoze u lipide [d gl

Teorijski koeficijent konverzije glukoze u lipide iznosi 0,32 g g (Jin i sur., 2015).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

S ciljem istrazivanja utjecaja alifatskih kiselina (mravlja i levulinska kiselina) na rast i
nakupljanje lipida u plijesni M. isabellina proveden je submerzni uzgoj u tikvicama. Tikvice su
sadrzavale hranjive podloge istog sastava, s glukozom kao izvorom ugljika (50 g L), kojima
je nakon sterilizacije dodana pojedina kiselina. Pripremljene podloge inokulirane su sa
sporama te je proveden uzgoj na tresilici u trajanju od 7 dana. Po zavrSetku uzgoja odredena
je koncentracija biomase, sadrzaj lipida i utroSak supstrata te su na temelju rezultata izracunati
koeficijenti pretvorbe supstrata u biomasu i lipide, produktivhost sinteze biomase i lipida i

efikasnost bioprocesa.

Istrazivanje ucinka levulinske kiseline na plijesan M. isabellina provedeno je pri
koncentracijama kiseline u rasponu od 0 do 6 g L. S porastom koncentracije kiseline dolazi
do pada koncentracije biomase u podlozi (slika 9). Maksimalna koncentracija biomase
postignuta je u uvjetima bez prisutnosti inhibitora i iznosila je 11,3189 g L. Znacajan
inhibicijski ucinak uocen je pri koncentracijama levulinske kiseline ve¢im od 1,111 g L%, dok
je pri koncentracijama iznad 5,55 g L™ nastupila potpuna inhibicija rasta plijesni. Koncentracija
zaostale glukoze u podlogama rasla je s koncentracijom kiseline, sukladno slabijem rastu

biomase.

14 30

25

20

AS [g L]

10

levulinska kiselina [g L]

Slika 9. Ucinak razli¢itih koncentracija levulinske kiseline na rast biomase i utroSak
supstrata. X - koncentracija biomase; AS - utrosak glukoze
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Utjecaj levulinske kiseline na biosintezu lipida prikazan je u tablici 9. Pri koncentraciji
levulinske kiseline od 0,555 g L nije zabiljezen inhibicijski ucinak na akumulaciju lipida. Pri
istoj koncentraciji postignut je maksimalan udio lipida u biomasi koji je iznosio 32,56 %. Slicno
kao i u slucaju koncentracije biomase plijesni, povecanjem koncentracije kiseline iznad 1,111
g L* dolazi do smanjenja udjela lipida u biomasi. Koncentracija i udio lipida pri koncentracijama
levulinske kiseline od 4,44 i 5,55 g L™ nisu odredeni zbog nedostatne mase biomase za analizu.
Zeng i sur. 2013. godine proveli su slican eksperiment u kojem je kao izvor ugljika koriStena
ksiloza. Suprotno rezultatima ovog rada, levulinska kiselina pokazala je stimulirajuéi ucinak na
rast biomase plijesni M. isabellina. Maksimalna koncentracija biomase postignuta je pri
koncentraciji kiseline od 8 g L.

Tablica 9. Ucinak razliCitih koncentracija levulinske kiseline na biosintezu lipida

levulinska kiselina L WL
[g L] [g L] [%]
0 3,022 26,70
0,555 3,279 32,56
1,111 2,339 28,67
1,665 0,226 16,36
2,222 0,206 18,79
3,33 0,136 15,58
4,44 - -
5,55 - -

L — koncentracija lipida; w. — udio lipida u biomasi

Tablica 10 prikazuje vrijednosti koeficijenata konverzije supstrata u biomasu i lipide,
produktivnost nastajanja biomase i lipida te efikasnost procesa biosinteze lipida u podlogama
koje su sadrzavale razliCite koncentracije levulinske kiseline. S porastom koncentracije
levulinske kiseline u podlogama, koeficijent konverzije supstrata u biomasu se smanjuje Sto
je u skladu s prethodno navedenim rezultatima. Produktivnost nastajanja biomase maksimalna
je kada u podlozi nije prisutan inhibitor (kontrolna podloga). Vrijednost koeficijenta konverzije
supstrata u lipide pri koncentraciji kiseline od 0,555 g L (0,1206 g g?) sli¢na je vrijednosti za
kontrolnu podlogu (0,1089 g g!) sto upucuje da inhibicija biosinteze lipida nastupa pri ve¢im

koncentracijama. Produktivnost i efikasnost biosinteze lipida znacajno su nize pri
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koncentracijama kiseline iznad 1,111 g L Sto je posljedica slabije proizvodnje lipida uslijed

inhibicije rasta mikroorganizma i enzima metabolickih puteva ukljucenih u biosintezu lipida.

Tablica 10. Pokazatelji uspjesSnosti bioprocesa u prisutnosti levulinske kiseline

levulinska kiselina Yoy Yys Pry,, Pr. E
[ [997] [9g"]  [gL'dan’] [gL*dan’] [%]
0 0,2991 0,1089 1,185 0,432 34,04
0,555 0,2497 0,1206 0,970 0,468 37,68
1,111 0,2137 0,0859 0,831 0,334 26,84
1,665 0,1079 0,0211 0,165 0,032 6,59
2,222 0,1324 0,0307 0,127 0,029 9,58
3,33 0,1861 0,0344 0,105 0,019 10,73
4,44 - - - - -
5,55 - - - - -

Yx,ys - koeficijent konverzije supstrata u biomasu bez lipida; Yys - koeficijent konverzije
supstrata u lipide; Prx,, - produktivnost nastajanja biomase bez lipida; Pr. - produktivnost
biosinteze lipida; E - efikasnost biosinteze lipida

Koncentracija mravlje kiseline u podlogama iznosila je 0 - 0,6 g L. Ustanovljeno je da
ova kiselina pri nizim koncentracijama pozitivno djeluje na rast biomase plijesni i biosintezu
lipida (slika 10, tablica 11). Maksimalna koncentracija biomase postignuta je pri koncentraciji
kiseline od 0,4 g L i iznosila je 17,048 g L, Sto je 46 % vise u odnosu na podlogu bez
inhibitora (kontrolna podloga). Zeng i sur. (2013) navode da je maksimalan rast biomase
plijesni M. isabellina ostvaren pri 2 g L't mravlje kiseline. Huang i sur. 2012. godine zakljucili
su da koncentracije mravlje kiseline ispod 0,7 g L stimuliraju akumulaciju lipida i rast stanica
oleaginoznog kvasca Trichosporon fermentas. Povecanje potrosnje glukoze s porastom
koncentracije kiseline u skladu je s veéim zahtjevima za energijom uslijed pojacanog rasta
biomase. Pri koncentracijama mravlje kiseline od 0,5 i 0,6 g L nije zabiljezen rast biomase
plijesni M, isabellina. OCito je da pri koncentracijama vecim od 0,4 g L™ nastupa nagla inhibicija
rasta.
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Slika 10. Ucinak razli¢itih koncentracija mravlje kiseline na rast biomase i utroSak supstrata.
X - koncentracija biomase; AS - utroSak glukoze

Tablica 11. Ucinak razliCitih koncentracija mravlje kiseline na biosintezu lipida

mravlja kiselina L Wi
[g L] [g L] [%]

0 3,022 26,70

0,05 4,694 33,72

0,1 4,496 36,23

0,15 4,610 35,98

0,2 4,346 35,63

0,3 4,322 38,94

0,4 5,907 35,72
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Maksimalan udio lipida u biomasi (38,94 %) zabiljezen je pri 0,3 g L'* mravlje kiseline.
Pojacana biosinteza lipida u prisutnosti inhibitora u korelaciji je s tendencijom za odrzavanjem
neutralnog intracelularnog pH prilikom difuzije kiseline u stanicu. Kao Sto je opisano u
poglavliju 2.1.3.1., disocijacijom alifatskih kiselina u citosolu nastaju protoni koji se
transportiraju u izvanstanicni prostor preko H*-ATPaze pri ¢emu dolazi do porasta potrebe za
ATP-om u stanici. Slican pozitivan ucinak mravlje kiseline na rast i sintezu lipida uocen je i kod
drugih oleaginoznih mikroorganizama, kvasaca Trichosporon cutaneum i Rhodosporidium
toruloides te plijesni Umbellopsis isabellina (Liu i sur., 2017; Wang i sur., 2016). Mravlja
kiselina sluzila je kao izvor ugljika za rast i nastajanje energije. Pomocu format dehidrogenaze
mravlja kiselina se oksidira u ugljikov dioksid uz nastajanje NADH, kojeg stanica koristi za
sintezu ATP-a. Tijekom eksponencijalne faze rasta, u suhoj tvari biomase plijesni U. isabellina,
uzgajane u podlozi koja je uz glukozu sadrzavala i mravlju kiselinu, izmjerena je znatno visa
koncentracija NADH nego tijekom uzgoja u podlozi koja je sadrzavala iskljucivo glukozu. Osim
kao izvor energije, mravlja kiselina sluzi i kao prekursor u biosintezi aminokiselina serina i

metionina (Liu i sur., 2017).

Tablica 12 prikazuje vrijednosti koeficijenata konverzije supstrata u biomasu i lipide,
produktivnost nastajanja biomase i lipida te efikasnost procesa biosinteze lipida u podlogama

koje su sadrzavale razliCite koncentracije mravlje kiseline.

Tablica 12. Pokazatelji uspjeSnosti bioprocesa u prisutnosti mravlje kiseline

mravlja kiselina Yxoy/s Yus Pry, Pr. E

[g L] [ g1] [gg™] [gL'dan?] [gL"dan"] [%]
0 0,2991 0,1089 1,185 0,432 34,04

0,05 0,2726 0,1386 1,318 0,671 43,33
0,1 0,2381 0,1353 1,131 0,642 42,27

0,15 0,2401 0,1349 1,172 0,659 42,17
0,2 0,2272 0,1257 1,122 0,621 39,30
0,3 0,2018 0,1287 0,968 0,617 40,21
0,4 0,3129 0,1739 1,519 0,844 54,35
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Vrijednosti koeficijenata konverzije supstrata u biomasu nisu se znac¢ajno mijenjale s porastom
koncentracije kiseline. Maksimalna vrijednost (0,3129 g g') ostvarena je pri koncentraciji
mravlje kiseline od 0,4 g L. Slican trend pokazuju vrijednosti koeficijenata konverzije
supstrata u mikrobne lipide, sukladno prethodnom zakljucku da mravlja kiselina pri nizim
koncentracijama pospjeSuje nakupljanje lipida u plijesni M. isabellina. Efikasnost biosinteze
lipida u prisutnosti kiseline veca je 5,26 - 20,31 % u odnosu na kontrolnu podlogu. Maksimalne
vrijednosti produktivnosti nastajanja biomase (1,519 g L dan) i sinteze lipida (0,844 g L*!
dan) postignute su pri koncentraciji kiseline od 0,4 g L.

Niska pH vrijednost podloge uzrokuje zaustavljanje proliferacije i smanjenje vijabilnosti
stanica (Palmqvist i Hahn-H&gerdal, 2000b). Naime, pri ve¢im koncentracijama kiseline
smanjuje se pH vrijednost podloge uslijed ¢ega dolazi do porasta koncentracije nedisociranog
oblika kiseline. U usporedbi s disociranom formom, nedisocirana kiselina lakSe prolazi kroz
stanicnu membranu. U citosolu stanice dolazi do disocijacije kiseline i pada intracelularne pH
vrijednosti. Nastali protoni transportiraju se u izvanstani¢ni prostor uz utroSak ATP-a.
Iscrpljivanje energetskih zaliha stanice pri visokim koncentracijama kiseline dovodi do
acidifikacije citosola i potpune inhibicije rasta. Buduci da koncentracija nedisocirane kiseline
ovisi o pH, potrebno je praéenje pH vrijednosti hranjive podloge tijekom bioprocesa. Anioni
nastali disocijacijom kiseline su hidrofilni zbog ¢ega dolazi do njihovog nakupljanja u citosolu.

Smatra se da akumulirani anioni ometaju stani¢ni metabolizam (Zhao i sur., 2008).

Inhibicijski ucinak mravlje kiseline vedi je u odnosu na levulinsku kiselinu. Rast biomase
plijesni i biosinteza lipida potpuno su inhibirani pri 0,5 g L't mravlje te 6 g L levulinske kiseline.
pKa vrijednost mravlje kiseline niza je od pK, vrijednosti levulinske kiseline sto upucuje da ¢e
pri istoj pH vrijednosti koncentracija nedisociranog oblika mravlje kiseline biti manja u odnosu
na levulinsku kiselinu. Iako nedisocirana kiselina lakse difundira u stanicu, utvrdeno je da i
velicina molekule bitno utjece na prijenos tvari kroz stani¢énu membranu. Mravlja kiselina je
manje hidrofobna od levulinske kiseline, no lakse difundira kroz stani¢cnu membranu upravo
zahvaljuju¢i manjoj veli¢ini molekule. Osim toga, pretpostavlja se da je anionski oblik mravlje

.....

i sur., 1999).
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5. ZAKLIUCCI
Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuditi:

1. Levulinska i mravlja kiselina inhibiraju rast plijesni Mortierella isabellina i smanjuju
prinos lipida. Koncentracije levulinske kiseline do 1,111 g L' i mravlje kiseline do 0,4
g L imaju slab inhibicijski ucinak na rast plijesni i akumulaciju proizvoda.

2. Pri koncentraciji levulinske kiseline od 6 g L'* i mravlje kiseline od 0,5 g L rast stanica
i biosinteza lipida u potpunosti su inhibirani.

3. Inhibicijski uc¢inak mravlje kiseline na rast radnog mikroorganizma i biosintezu lipida

znacajno je izrazeniji nego u prisutnosti levulinske kiseline.
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7. PRILOZI

Prilog 7.1.
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Slika 11. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze



Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradll nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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