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Sazetak

SAZETAK

U ovom radu proveden je uzgoj pekarskog kvasca u kotlastom bioreaktoru Razvijen je
matemati¢ki model za opis proizvodnje enzima alkohol dehidrogenaze, koji se biosintetizira u
pekarskom kvascu ovisno o uvjetima uzgoja.

Na temelju podataka dobivenih uzgojem pekarskog kvasca pri pocetnoj koncentraciji
glukoze ¢y = 30 g dm™ i mikroaerofilnim uvjetima, postavljen je nestrukturni matematicki
model procesa. Parametri modela procijenjeni su nelinearnom regresijskom analizom
koriStenjem simpleks metode optimiranja po Nelder-Mead-u. Provedena je ocjena valjanosti
modela tako da su rezultati simulacija procesa uz pomo¢ procijenjenih parametara usporedeni
sa rezultatima pokusa, te je utvrdeno njihovo slaganje. Model je validiran pri razli¢itim
pocetnim koncentracijama glukoze, te aerobnim uvjetima. Validacijom modela pri
mikraerofilnim uvjetima, ali pri razliitim poCetnim koncentracijama glukoze pokazano je da
matematicki model vrijedi u rasponu po&etnih koncentracija glukoze cgp = 5 — 50 g dm™, dok
pri aerobnim uvjetima predloZzeni model dobro opisuje nastajanje biomase, potrosnju glukoze
te promjenu koncentracije etanola tijekom pokusa. Pri aerobnim uvjetima dobivena je manja

volumna aktivnost enzima ADH u odnosu na koncentraciju biomase.

Kljucne rijeci: pekarski kvasac, enzim, alkohol dehidrogenaza, modeliranje



Abstract

ABSTRACT

Baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) is a very important source of different
metabolites, especially enzymes, which is produced under different conditions. In this work
baker's yeast cultivation in the batch bioreactor was carried out for developing a mathematical
model to describe production of enzyme alcohol dehydrogenase. Oxidoreduction enzyme
alcohol dehydrogenase, especially important for analytical purpose, is synthesized by baker's
yeast under special conditions.

Two sets of baker's yeast cultivations with the initial glucose concentration of 30 g
dm™ and under microaerofillic conditions were carried out for the model development. The
unstructured model was chosen for describing kinetic of baker's yeast growth and
consumption of substrate. Model parameters were estimated by nonlinear regression using
simplex method by Nelder-Mead. Comparing the results of simulation, which were done by
using does estimated parameters, and the experimental results, statistical model evaluation
was done. Model is validated for different initial glucose concentrations under microaerofillic
and aerobic conditions. By model validation is shown that mathematical model is valid for the
cultivations under microaerofillic conditions with the initial glucose concentration between 5
— 50 g dm”. Under aerobic conditions proposed model is valid for describing biomass
production, glucose consumption and change of ethanol concentration during the experiment.
A lower volume activity of enzyme ADH in relation to the assigned biomass concentration,

under aerobic conditions, was observed.

Key words: baker's yeast, enzyme, alcohol dehydrogenase, modelling
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1. Uvod 1

1. UVOD

Miroorganizmi se sve vise upotrebljavaju kao izvori biokatalizatora, jer posjeduju
enzime koji omogucuju provodenje biotransformacija. Njihovom se upotrebom izbjegava
visoka cijena izolacije 1 prociSéavanja enzima. Mogu se koristiti imobilizirani na ¢vrstu
podlogu ili u suspenziji kao i &isti enzimi'. Takoder postoji moguénost regeneracije enzima
unutar imobilizirane cijele stanice inkubacijom na hranjivoj podlozi®. Zbog ovih prednosti,
enzimi u cijelim stanicama mikroorganizama, kao biokatalizatori, sve viSe dobivaju na
vaznosti, pa se stoga i javlja sve veca potreba za njihovim boljim poznavanjem.

Enzimi u cijeloj stanici pekarskog kvasca su privukli paznju, kao potencijalni
biokatalizatori, zbog niske cijene pekarskog kvasca, jednostavnog uzgoja stanice i
nepatogenosti’. Posebno je vazna nepatogenost jer se u danasnje vrijeme sve vise paZnje
poklanja zastiti i oCuvanju okolisa.

Jedan od enzima koji je produkt metabolizma pekarskog kvasca je enzim alkohol
dehidrogenaza. Enzim alkohol dehidrogenaza pripada grupi oksidoreduktaza. To je enzim koji
reagira uz koenzim nikotinamid adenin dinukleotidu, koji je uklju¢en u dvo-elektronske
oksidacije ili redukcije. Enzim alkohol dehidrogenaza katalizira enantioselektivnu oksidaciju
primarnih alkohola kojom se pripravljaju kiralni aldehidi. Isto tako katalizira oksidaciju serije
a-hidroksi i a-amino alkohola u odgovarajuce aldehide, te oksidaciju D- i L-amino alkohola
u amino aldehide”.

Pridobivanje ADH je direktno vezano s koncentracijom otopljenog kisika i glukoze u
mediju u kojem se uzgaja pekarski kvasac, pa ako su dobro prouceni uvjeti nastajanja enzima
moze se osigurati njegova uspjesna proizvodnja.

Napredak biotehnologije je otvorio potrebu za kvantitativnim vrednovanjem procesa s
mikroorganizmima kako bi se oni mogli uspjesnije iskoristiti u industrijske svrhe’. Zato se
radi na matematickim modelima koji opisuju brzinu rasta mikroorganizama i omogucuju
predvidanje ponaSanja bioprocesa s mikroorganizmima u razli¢itim uvjetima. Oni takoder
omogucuju optimiranje bioprocesa, predvidanje uvjeta dobivanja maksimalnog iskoriStenja na
zeljenom produktu, te optimiranje vremena njegove proizvodnje. Mikroorganizmi su sami po
sebi, iako jednostavne grade, vrlo kompleksni organizmi, te nije jednostavno matemati¢kim
modelom opisati reakcije koje se dogadaju u njihovim stanicama, odnosno reakcije pomocu

tih stanica.
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U literaturi se mogu pronaci razli¢iti matematicki modeli koji opisuju brzinu rasta
pekarskog kvasca. Neki su razvijeni obzirom na asimetri¢ni dinamicki odgovor na
skokomi¢nu promjenu u dotoku supstrata®, dok je u drugima naglasak dan na specifi¢ne
aspekte vezane uz samu stanicu mikroorganizma, kao Sto su duljina stani¢nog Zivotnog
ciklusa ili raspodjela starosti stanice’. Velika paZnja se posveéivala i tome da se
matematickim modelima koje opisuju brzinu rasta stanica opiSe i dugi period prilagodbe na
respiraciju® ili rast u periodu prilagodbe’. Novija istraZivanja su usmjerena na pronalaZenje
strukturnih matematickih modela koji se temelje na opisu brzina unutarstani¢nih reakcija, a
samim time i na brzine proizvodnje intracelularnih enzima'®'"-'"2,

Namjera ovog rada je bila da se prikupe informacije o ponasanju kvasca
Saccharomyces cerevisiae, te pomocu njih napravi nestrukturni matematicki model, kako bi

se optimirala brzina rasta pekarskog kvasca (Saccharomyces cerevisiae), te pronasla zavisnost

brzine rasta, koli¢ine biomase i brzine dobivanja enzima alkohol dehidrogenaze (ADH).
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2. OPCI DIO

2.1. OPCENITO O KVASCIMA

Kvasci pripadaju carstvu Fungi, zajedno sa plijesnima i mesnatim gljivama. Fungi su
eukarioti, a mogu biti jednostanicni ili viSestani¢ni. S obzirom da nemaju klorofil, nemaju
mogucnost obavljanja fotosinteze, pa do hrane dolaze apsorpcijom iz okoline.

Stanice kvasca su kuglastog ili jajolikog oblika, promjera 5-8 wm. Razmnozavaju se
naj¢e$¢e nespolnim nacinom, tj. pupanjem. Na roditeljskoj stanici raste pup, jezgra se dijeli i
jedna odlazi u pup, koji se otkida kada dostigne veli¢inu osnovne stanice”.

Kwvasci zasigurno po brojnosti ¢ine ekonomski najznacajniju skupinu mikroorganizama.
Zbog svoje klasi¢ne industrijske primjene u dizanju tijesta, te u fermentacijama piva i vina,
Saccharomyces cerevisiae je najpoznatija vrsta iz roda Saccharomyces, tako da se Cesto
pojam kvasac i Saccharomyces cerevisiae upotrebljavaju kao sinonimi. Inace kvasci iz roda
Saccharomyces su specificni po tome Sto se ubrajaju medu malobrojne kvasce koji mogu rasti
i u anaerobnim uvjetima'*. Drugi fermentativni kvasci kao §to su oni iz rodova Candida i
Kluyveromyces trebaju odredenu koli¢inu kisika za rast. Takvi kvasci zahtijevaju strogu
kontrolu dobave kisika tijekom procesa, te stoga imaju manju produktivnost pri proizvodnji
etanola. Nadalje kvasci iz roda Saccharomyces manje su osjetljivi na visoke koncentracije
etanola, te se upravo zbog toga koriste za proizvodnju etanola.

U novije vrijeme tradicionalna primjena kvasaca u klasi¢énim biotehnoloSkim procesima
prosirena je i na podru¢je moderne biotehnologije, kao rezultat upotrebe rekombinantne
DNK. Naime od 1978. kada je pokazano da se kvasac moze transformirati sa stranom
(heterolognom) DNK, napravljen je znatan napredak na tom podru¢ju'>. U mnogim
industrijskim procesima kvasci se koriste visSe nego bakterije za proizvodnju mnogih
heterolognih proteina, zbog cinjenice da pripadaju u eukariotske organizme. To im
omogucuje pravilno provodenje post-translacijskih promjena, §to ima za posljedicu dobivanje
proteina zeljene bioloske aktivnosti. Nadalje, znaCajna prednost kvasaca u usporedbi s
bakterijama je ta S$to u hranjivu podlogu mogu izluciti u potpunosti pravilno nabrane
heterologne proteine. Obzirom da kvasci izlu€uju samo ogranien broj proteina, strani
proteini mogu biti proizvedeni u relativno Cistom obliku Sto ujedno procese izolacije €ini

manje kompleksnim.
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U pocecima primjene tehnologije rekombinantne DNK sa stanicama kvasaca,
Saccharomyces cerevisiae je gotovo isklju¢ivo upotrebljavan kao radni mikroorganizam.
Medutim, uocCene su odredene negativne karakteristike koje posjeduje ovaj kvasac kao
domacin za ekspresiju heterolognih proteina, a to su: prekomjerna glikolizacija heterolognih,
veéinom humanih proteina'®, ograni¢en kapacitet izlu¢ivanja proteina, nedostatak pogodnih

. a1 v v 17,1
inducibilnih promotora, naglasen Crabtree uginak'™'®.

Upravo posljednja navedena
karakteristika zahtijeva strogu kontrolu koncentracije Sec¢era u hranjivoj podlozi kako bi se
dobilo $to vece iskoriStenje biomase, a samim tim i veca koli¢ina Zeljenog proteina. Zbog toga
industrijska primjena kvasca Saccharomyces cerevisie kao domacdina za ekspresiju
heterolognih proteina postaje sve manje interesantna. Stoga su se razvijali ekspresijski sustavi
kod drugih kvasaca. Medu onima koji se danas najces¢e upotrebljavaju su kvasci koji rastu na
laktozi iz roda Kluyveromyces, metanoltrofni kvasci vrsta Hansenula polymorpha 1 Pichia
pastoris, kvasac koji se wuzgaja na alkanima Yarrowia lipolytica, te kvasac
Schizosaccharomyces pombe. Njihove osnovne prednosti kao domacina za ekspresiju
heterolognih proteina su u S$iroj specificnosti za supstrate, u postojanju jakih inducibilnih
promotora, te odsutnosti alkoholne fermentacije (ne pokazuju Crabtree ucinak). Stoga se

oc¢ekuje da ¢e upotreba takvih kvasaca za proizvodnju heterolognih proteina postati

uobicajena industrijska praksa.

2.2. PEKARSKI KVASAC (Saccharomyces cerevisiae)

U elementarnom sastavu pekarskog kvasca prevladavaju ugljik (48 %), kisik (31 %),
dusik (8 %) 1 vodik (7 %). Biomasa se takoder sastoji od kalija, fosfora, magnezija, kalcija,
sumpora i ostalih elemenata u tragovima.

Stanice kvasca, uz to Sto imaju veliku ulogu u proizvodnji kruha, piva, vina i alkohola,
se sve viSe upotrebljavaju za biotransformacije, te u proizvodnji proteina uz modificiranje
stanica genetickim inZenjeringom.

Iako se kvasac upotrebljava za proizvodnju alkoholnih pi¢a jo§s od davnih vremena,
biokemijski putovi pri proizvodnji etanola i sama uloga kisika u njima jos$ uvijek nije sasvim
objasnjena. Kisik je sigurno potreban za biosintezu sterola i zasi¢enih masnih kiselina i vrlo
vjerojatno nikotinske kiseline, te se bez njegovog koriStenja ove tvari moraju dodavati u
hranjivu podlogu. Kod procesa proizvodnje pekarskog kvasca mora se teziti optimiranju
iskoriStenja na kvaScevoj biomasi, dok se kod procesa proizvodnje alkoholnih pica zahtijeva

minimaliziranje broja stanica kvasca, a sam proces je usmjeren na povecanje akumulacije
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metabolita, posebno etanola. Za proizvodnju kvasca u velikim koli¢inama, potrebno je
dodavati supstrat postupno, da se ograni¢i koli¢ina proizvedenog etanola. lako stanice
naknadno mogu rasti na etanolu kada se potrosi glukoza, puno je ucinkovitije posti¢i veliku

gustocu stanica izbjegavanjem proizvodnje etanola.

2.2.1. Zivotni ciklus stanica Saccharomyces cerevisiae

RazmnoZavanje stanica Saccharomyces se odvija pupanjem 1 to tako da se stanice pupa
formiraju lateralno na glavnoj stanici majke. Pup se povecava sve dok ne dostigne pribliznu
veli¢inu stanice majke, nakon ¢ega se razdvaja i razbija vezu s roditeljskom stanicom. Nova
stanica, stanica kcer, zajedno sa stanicom majkom ponavlja proces pupanja. Ovaj dio ciklusa
poznat je kao nespolni rast. Kada uvjeti postanu nepovoljni za nespolni rast, Saccharomyces
moze sporulacijom proizvoditi askospore koje kvascu omogucuju prezivljavanje tijekom

.- . . . AN 1
duzih su$nih perioda i vi§ih temperatura'’.

2.2.2. Fiziologija stanica pekarskog kvasca

Fiziologija veéine kvasaca se najcesce sagledava obzirom na njihov odziv na povecanje,
odnosno smanjenje koncentracije glukoze i kisika. Posljedice tih djelovanja poznate su kao
Crabtree 1 Pasteur-ov ucinak.

Kvasac pokazuje Crabtree uc¢inak® kada je njegov oksidativni metabolizam pod
pritiskom uzrokovanim porastom koncentracije glukoze u hranjivoj podlozi. Drugim rije¢ima,
povecanje koncentracije glukoze iznad odredene kriti¢ne vrijednosti rezultira smanjenom
sposobnosti kvasca da oksidira glukozu. Kao rezultat, stanica ulazi u stanje neravnoteze i
reduciraju¢i ekvivalenti (u reduciranom obliku koenzima nikotin adenin dinukleotitid -
NADH) se poc¢inju akumulirati puno brze nego S$to ih je stanica sposobna reoksidirati u
procesu oksidativne fosforilacije. Jedini na¢in da stanica reoksidira akumulirani NADH jest
da se aktivira redukcija nekog akumuliranog intermedijera.

U glikolizi dolazi do oksidacije glukoze u piruvat, dok se respiracijom oksidira piruvat
u ciklusu limunske kiseline u mitohondriju.

Tako kvasac reducira piruvat u etanol, istovremeno reoksidiraju¢éi NADH u NAD". 1z
tog razloga, ¢ak 1 u prisutnosti odgovaraju¢e koncentracije kisika, ucinak oksidativne
fosforilacije je ogranicen kada je kvasac Crabtree-pozitivan i povecanje koncentracije glukoze

neizbjezno uzrokuje akumulaciju etanola* >,
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Drugi u¢inak koji se povezuje s kvascima je Pasteur-ov udinak®’ koji se odituje pri
aerobnim uvjetima kada kvasac trosi manje glukoze i1 proces fermentacije, odnosno
proizvodnja etanola je usporena. Veli¢ina u€inka ovisi o relativnoj sposobnosti glikolitickog
puta (razgradnja glukoze u piruvat) naspram respiratornom kapacitetu stanice (oksidacija

piruvata u mitohondrijima) — vidi sliku 2.1.

IZVAN UNUTAR
STANICE STANICE
Glukoy%}% Glukoza
Transportni Glukoza 6-fosfat
procesi

Fruktoza 6-fosfat

Fruktoza 1,6-difosfat

v

\]/ (ADP)
Trioza fosfat A 0,
— NAD*< / Ofksiffl.\
— oo —BEA
Fosfoenolpiruvat ﬂ H,
Energija
Piruvat (ATP)
) Transportni procesi
Citoplazma (<
Mitohondrij h
Piruvat
Oksaloace{ }:etﬂ CoA
(ADP) 7
’ /O kSid~\|:l C itrat
\fosf. / J/
VOda< S’ \\\
N Ciklus limunske kiseline
Energija ~ “~-.__ (aerobni metabolizam)
(ATP)

Slika 2.1. Metabolizam glukoze pri acrobnim uvjetima'’

Kod Saccharomyces cerevisiae etanol se moze proizvoditi i pri aerobnim uvjetima zbog

potiskivanja oksidativnog metabolizma u prisutnosti glukoze. ITako kvasac raste aerobno
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fermentativni kapacitet je jo§ prisutan, te zbog toga dolazi do stvaranja etanola. Pri tim

okolnostima Pasteur-ov ucinak je znatno umanjen.

IZVAN UNUTAR
STANICE STANICE
Gluko za‘%}% Glukoza
Trioza fosfat
NAD"

< NADH

Fosfoenolpiruvat

Piruvat ﬁ Acetaldehid W

Citoplazma ¢ Co,

- =~

Mitohondrij

~

~ Transportni procesi

Piruvat

Slika 2.2. Metabolizam glukoze pri anaerobnim uvjetima'’

SaZeto objasnjenje Crabtree i1 Pasteur-ovog u¢inka moZe se dobiti ispitivanjem procesa
glikolize koji je odgovoran za kataboliziranje glukoze. Konacan produkt glikolize je piruvat.
Ako ne nastaje etanol, sav piruvat ulazi u mitohondrije gdje se pretvara u acetil-CoA i
oksaloacetat uz enzime piruvat dehidrogenazu (piruvat — acetil-CoA) i piruvat karboksilazu
(piruvat — oksaloacetat). Ova dva produkta iz piruvata zatim zajedno reagiraju dajudi citrat
koji se tada metabolizira u seriji reakcija poznatijim kao ciklus limunske kiseline (slika 2.1.).
Ako se oksidacija piruvata kroz ciklus limunske kiseline zaustavi zbog nedostatka kisika koji
je glavna pokretacka sila u ovom ciklusu ili zbog prevelike koncentracije piruvata koji se
proizvodi iz glukoze, do¢i ¢e do prezasic¢enja piruvatom izvan mitohondrija (slika 2.2.). Tada
taj piruvat ima drugaciji mehanizam, a njegovo akumuliranje ovisi o vrsti kvasca. Kod
Saccharomyces cerevisiae ubrzat ¢e se potrosnja i metabolizam glukoze koji rezultira veCom
proizvodnjom piruvata nego Sto mitohondriji mogu podnijeti, dok ¢e kod drugih kvasaca

odsutnost kisika uzrokovati usporenu oksidaciju piruvata.
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Bez obzira na objaSnjenje za prekomjernu proizvodnju piruvata, stanica mora smanjiti
koncentraciju piruvata na ucinkoviti nacin. Proizvodnja piruvata je uskladena sa formiranjem
reducirajuc¢ih ekvivalenata (NADH) koji se proizvode u kasnijim stupnjevima glikolize. Ovi
reducirani ekvivalenti se moraju reoksidirati, ali sama cinjenica da se proizvede previSe
piruvata zna¢i da se mora pronaci drugaciji mehanizam od oksidativne fosforilacije za
reoksidaciju NADH. RjeSenje toga je pretvorba piruvata u etanol. To je reduktivni proces koji
je povezan sa zavrSnim stupnjem reoksidacije NADH. Ovi procesi sumarno su prikazani na
slici 2.3, a izraz "usko grlo respiracije" upotrebljava se za indiciranje nemogucénosti stanice da
manipulira sa visokom koncentracijom piruvata koji se proizvodi pod odredenim okolnostima
(visoka koncentracija glukoze ili niska koncentracija kisika). Takoder je vidljivo iz slike 2.3

da se pored etanola proizvode i male koli¢ine glicerola.

NADL

=
Glukoza )
NADH Glicerol
Piruvat — CO,
\L » Etanol
respiratorno

usko grlo

Slika 2.3. Shematski prikaz metabolizma glukoze u etanol kada je pretvorba piruvata
limitirana zbog visoke koncentracije glukoze (Crabtree ucinak) ili zbog anaerobnih uvjeta

(Pasteur-ov uginak)"

2.2.3. Uvjeti uzgoja pekarskog kvasca

Za odgovaraju¢i rast pekarskog kvasca (Saccharomyces cerevisiae) potrebno je
osigurati odgovaraju¢i hranjivi medij kao energetski izvor, izvor duSika, fosfora i nekih
metala (K, Ca, Fe, Zn, Mg, Cu).

Kao izvori energije koriste se tvari s visokim sadrzajem Secera ili Cisti Secer. Izvor
dusika su uglavnom amonijeve soli ili amonijak, a fosfora ortofosfati ili fosforna kiselina.
Kalij je vazan za izgradnju protoplazme. Kalcij sudjeluje u uklanjanju otrovnih materijala koji

nastaju za vrijeme uzgoja pekarskog kvasca, a Zeljezo i sumpor u reakcijama oksidacije 1
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redukcije. Magnezij je neophodan za aktivaciju fosfataza koje sudjeluju u alkoholnoj
fermentaciji. Bakar ubrzava oksidacijske procese, vazan je za izgradnju vitamina i sintezu
bijelanéevina®.

Pekarski kvasac nije osjetljiv mikroorganizam. Tolerira Sirok raspon koncentracija
vodikovih iona, pa moZe rasti pri pH izmedu 3,6 i 6, medutim optimum se nalazi pri pH
izmedu 4.5 i 5%. Industrijski uzgoji pekarskog kvasca obi¢no zapo&inju pri nizim pH
vrijednostima jer je tada kontaminacija bakterijama minimalna, a kasnije se pH povisuje
dodatkom luzine do optimalne vrijednosti. Temperatura provedbe uzgoja pekarskog kvasca je
obi¢no 30 °C jer je tada generacijsko vrijeme najkrace. Generacijsko vrijeme je vrijeme
potrebno za udvostruéenje podetne populacije mikroorganizama'.

Kako bi se omogucio normalan rast i razvoj kvasca i u laboratorijskim uvjetima,
potrebno mu je dati sve potrebne hranjive tvari. Zato se pripremaju posebne podloge kemijski
definiranog sastava. Cak i uz prisustvo svih potrebnih elemenata za rast, dolazi do pojava koje
nije uvijek moguce predvidjeti, a to su inhibicije glukozom i etanolom, te neodgovaraju¢om
koli¢inom kisika u mediju.

Uzgoj pekarskog kvasca®* jako ovisi o koncentraciji glukoze i kisika. One kontroliraju
dva moguca kataboliticka puta glukoze, a to su pretvorba u etanol i uglji¢ni dioksid, te
pretvorba u uglji¢ni dioksid i vodu. Prvi katabolicki put (C¢H2,0s — 2C,HsOH + 2CO;
+2ATP) ne daje znatnu koliinu energije jer ona ostaje vezana u energetski bogatijim
molekulama etanola, dok za drugi katabolicki put (C¢H1.,0s — 6CO, + 6H,O + 16-28 ATP)
to nije slucaj. Etanol proizveden uzgojem pekarskog kvasca moze biti oksidiran u slijede¢em
stupnju Sarznog uzgoja prema reakciji: C,HsOH + 30, — 2CO, + 3H,O + 6-11ATP.
Pokazano je da se tijekom prve faze uzgoja pekarskog kvasca proizvodi etanol 1 nakon $to se

sva glukoza potrosi, dolazi do oksidacije etanola kojeg biomasa takoder koristi za svoj rast.

A

[

etanol | etanol

etanol | biomasa

koncentracija glukoze

[
Ll

koncentracija kisika

Slika 2.4. Kvalitativna interakcija izmedu koncentracije glukoze i kisika prilikom

uzgoja pekarskog kvasca®
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Interakcija izmedu koncentracije kisika i glukoze u ocekivanim putovima se moze
opisati na slijedeci nacin: pri niskim koncentracijama glukoze i kisika nastaje etanol. Isto se
dogada pri niskim koncentracijama kisika 1 visokim koncentracijama glukoze, te pri visokim
koncentracijama kisika i1 glukoze (Crabtree ucinak). Pri visokim koncentracijama kisika 1
niskim koncentracijama glukoze nastaje biomasa® . Prethodno napisano je pojednostavljeno
prikazano na slici 2.4.

Osim kisika 1 glukoze na uzgoj pekarskog kvasca takoder utjece 1 etanol. Etanol inhibira
rast kvasca Saccharomyces cerevisiae na glukozi. To je nekompetitivna inhibicija jer etanol

utjeGe na maksimalnu specifi¢nu brzinu rasta, no ne i na afinitet sustava prema glukozi*®.

2.2.3.1. Utjecaj koncentracije biomase na reoloska svojstva reakcijskog medija

Osim prethodno opisanih utjecaja glukoze 1 kisika na reakcijski medij i ishod
biokemijskih reakcija u stanicama kvasca, utjecaj glukoze se moze opisati i na drugi nacin.
Naime, ovisno o koncentraciji glukoze 1 kisika, nastati ¢e odredena koli¢ina biomase u
reakcijskom mediju. Time se mijenjaju reoloSka svojstva medija. ReoloSka svojstva
suspenzije koja sadrzi mikroorganizme utjecu izravno na mijesanje, te prijenos tvari i topline,
a mogu utjecati i na ishod mikrobioloskih reakcija, te na odzive senzora koji sluze za pracenje
i vodenje®’. Pokazano je da se suspenzije niskih koncentracija ponasaju kao Newtonski, a one
visSih koncentracija kao ne-Newtonski fluidi. Takoder je pokazano, da povecanjem
koncentracije biomase u bioreaktoru, dolazi i do promjena u morfologiji kvasaca, odnosno
promjena u obliku stani¢nih agregata. Tako primjerice moze do¢i do poteskoca pri

spektrofotometrijskom odredivanju koncentracije biomase.
2.2.4. Krivulja rasta
Rast i1 razvoj pekarskog kvasca u uvjetima Sarznog uzgoja odvija se nekoliko faza.

Uobicajeno, promjena broja zivih stanica mikroorganizma s vremenom, moze se prikazati

slikom 2.5%%,
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biomasa

~.C — — supstrat
~

//—\

faza
stacionarna faza odumiranja|
stanica

faza indukcije

BIOMASA, SUPSTRAT

VRIJEME

Slika 2.5. Uobicajene faze rasta biomase u uvjetima $arznog uzgoja

Faza indukcije ili prilagodbe je vrijeme u kojem se kvasac prilagodava novonastalim
uvjetima. U toj se fazi ne povecava broj stanica, ali je prisutna znatna metaboli¢ka aktivnost
jer stanice sintetiziraju potrebne enzime kako bi mogle rasti u novonastaloj sredini’. Trajanje
te faze ovisi o: sastavu novog medija, sastavu podloge na kojoj je mikroorganizam rastao,
vrsti 1 starosti nacijepljenog soja, raznim fizikalnim faktorima i o wvrsti produkata
metabolizma.

Tijekom faze eksponencijalnog rasta stanice dostizu maksimalnu brzinu rasta, a njihov
kemijski sastav se viSe ne mijenja. Duljina te faze ovisi o velikom broju meduzavisnih
parametara, a traje toliko dugo dok mikroorganizmi imaju dovoljno hranjivih tvari. Na duljinu
faze eksponencijalnog rasta utjece i1 vrsta produkta metabolizma mikroorganizma i njihov
utjecaj na brzinu rasta biomase.

Tijekom stacionarne faze stanice poprimaju maksimalnu veli¢inu i volumen populacije
je najveci. Ova faza nastupa kada koncentracija neke od komponente neophodne za rast ili
koncentracija nekog katalitickog otrova dostizu takvu razinu koja viSe ne moze podrzati
maksimalnu brzinu rasta.

Faza odumiranja stanica moZe imati razli¢ito vrijeme trajanja, koje je ovisno o uvjetima
provedbe mikrobnog procesa i vrsti mikroorganizama. Ova faza pocinje kada pojedine stanice
liziraju (dolazi do pucanja stani¢ne stjenke), pa unutarstani¢ne komponente iz takvih stanica
(Seceri, aminokiseline, vitamini) sluze za odrzavanje zivotnih funkcija preostalih stanica.

Svaka od ovih faza znacajna je za mikrobioloski proces koji se proucava ili vodi pa je

poznavanje zakonitosti zbivanja u svakoj pojedinoj fazi od izuzetne vaznosti. Tako je,
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primjerice, osnova dobrog oblikovanja procesa smanjiti vrijeme trajanja faze indukcije i $to

" vl .. .. .. 1
vise produziti vrijeme trajanja eksponencijalnog rasta'’.

2.3. PRIMJENA PEKARSKOG KVASCA U INDUSTRIJI

Kvasci se upotrebljavaju u mnogim industrijskim procesima, kao S§to su
proizvodnja alkoholnih pica, biomase (pekarski i krmni kvasac) i razli¢itih metaboli¢kih
produkata. Posljednja grupa ukljucuje enzime, vitamine, kapsularne polisaharide, karotene,
polihidrilne alkohole, lipide, glikolipide, limunsku kiselinu, etanol, uglji¢ni dioksid 1 produkte
dobivene primjenom rekombinantne DNK?. Veéina vrsta kvasca upotrebljavanih u nekim od
gore navedenih procesa dobiveni su kao prirodni izolati koji su upotrebom tehnika genetickog
inzenjerstva dalje mijenjani i selekcionirani u svrhu dobivanja boljih karakteristika, odnosno
uklanjanja nepozeljnih svojstava. Malo je informacija dostupno o prirodnim nalaziStima

takvih kvasaca, te o vektorima odgovornim za njihovo rasporedivanje u prirodi.
2.3.1. Industrijska proizvodnja etanola

Etanol se danas proizvodi kemijski iz petrokemikalija 1 uzgojem pekarskog kvsca.
Visoka cijena i ograni¢ene rezerve nafte povecavaju mikrobnu proizvodnju etanola u mnogim
zemljama, osobito onima koje nemaju nafte, a raspolazu obnovljivim izvorima sirovina kao
Sto su Secerne, Skrobne i celulozne poljoprivredne kulture.

MikrobioloSka proizvodnja etanola provodi se s pomocu kvasca Saccharomyces
cerevisiae u Sarznim reaktorima, jer je proces relativno jednostavan za vodenje i nema strogih
zahtjeva za sterilnos¢u. Osim etanola, znacajnije produkte takvog procesa ¢ine samo kvaséeva
biomasa, koja se najceSce susi, termolizira i prodaje kao suhi neaktivni kvasac, te uglji¢ni
dioksid koji se tijekom procesa odvodi u stanicu za prikupljanje, gdje se pere, komprimira i
puni u cCelicne boce. Premda proizvodnja etanola uzgojem pekarskog kvasca Sarznim
postupkom predstavlja dobro poznat industrijski proces, moguée je provesti i kontinuiranu
proizvodnju etanola u viSe stupnjeva (3-5 bioreaktor), pri ¢emu se u prvi bioreaktor
kontinuirano dovodi svjeZi supstrat, te reciklirana biomasa kvasca odvojena iz hranjive
podloge posljednjeg bioreaktora u nizu®.

Obzirom da nezasi¢ene masne kiseline i steroli ¢ine komponente neophodne za rast
stanica kvasca®, a kako njihova biosinteza ukljuduje molekulu kisika, neophodno je tijekom

procesa proizvodnje etanola dodavati male koli¢ine kisika.



2. Opdi dio 13

Etanol proizveden uzgojem pekarskog kvasca u industrijskom mjerilu upotrebljava se

uglavnom za proizvodnju alkoholnih pi¢a i octa, te kao gorivo u nekim zemljama®.

2.3.2. Proizvodnja kvasceve biomase

U mnogim zemljama nacin prehrane ljudi ukazivao je na slabo izbalansiranu i Cesto
proteinima nedostatnu prehranu. Upravo je taj problem uvjetovao veliki interes Sirom svijeta
za pronalazenje izvora visoko kvalitetnih proteina. Mikrobna biomasa predstavlja
potencijalno bogat proteinski izvor, a u usporedbi sa zivotinjskim stanicama mikroorganizmi
imaju prednost zahvaljuju¢i mnogo brzem rastu i manjim hranidbenim zahtjevima jer se mogu
uzgajati na otpadnim tvarima, te na jednostavnim organskim spojevima uz dodatak
anorganskih izvora dusika, fosfora i sumpora. Daljnja prednost mikroorganizama je u mnogo
vecem iskoriStenju proteina po jedinici supstrata.

Stoga se pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae upotrebljava kao proteinska
komponenta u ljudskoj prehrani. Proizvodnja tog kvasca iskljuivo za potrebe pekarske
industrije zapocinje sredinom XIX stolje¢a. Nacin njegove proizvodnje izravno odrazava
fiziologiju tog mikroorganizma. Tako se pekarski kvasac ne moze proizvoditi jednostavnom
Sarznom fermentacijom u kojoj se dodaje viSak supstrata jer pokazuje fenomen Crabtree-
ucinka koji je kod kvasca izravno povezan s proizvodnjom etanola koji nije pozeljan pri
proizvodnji biomase jer smanjuje iskoriStenje. Zbog toga se pekarski kvasac proizvodi tzv.
fed-batch postupkom (uzgoj s dotokom supstrata), odnosno kontroliranim dovodenjem
glukoze u medij tijekom uzgoja. Zbog toga Sto se smanjenom koncentracijom kisika inducira
alkoholna fermentacija, neophodno je osigurati odgovaraju¢u dobavu kisika i dobro
mijeSanje. Naknadno je utvrdeno da se fenomen Crabtree u¢inka ocituje ne samo za vrijeme
SarZnog uzgoja, nego 1 tijekom uzgoja sa ogranicenom koncentracijom ugljika pri viSim
prostornim brzinama .

Kako se proizvedena biomasa prvenstveno upotrebljava za dizanje tijesta stvaranjem
ugljicnog dioksida, potrebno je istaknuti da pri njenoj proizvodnji nije dovoljno osigurati
samo visoko iskoriStenje na biomasi. Naime, potrebno je da ta biomasa na kraju procesa ima
niz drugih karakteristika kao $to su visoki fermentacijski kapacitet, dobru stabilnost, te
moguénost prezivljavanja tijekom skladiStenja. Ovo posljednje svojstvo je izravno
uvjetovanom koli¢inom trehaloze u biomasi>'.

Nekoliko faktora uvjetuje izbor Sarznog procesa sa dotokom glukoze za industrijsku

proizvodnju pekarskog kvasca. Jedna od znacajnijih prednosti takvog uzgoja u odnosu na
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kontinuirani uzgoj je da se upotrebom fizioloski aktivnog inokuluma izbjegava neophodna
apsolutna sterilnost, koju je potrebno obavezno odrzavati tijekom kontinuiranog uzgoja.
Daljnja prednost Sarznog uzgoja uz dotok glukoze je u tome §to je za nju potrebna relativno
jednostavna oprema te u Cinjenici da se kvasceva biomasa ne uklanja odmah iz bioreaktora
ve¢ se ostavlja da sazrije kako bi joj se poboljsala kakvoca. To ne predstavlja problem u
sluc¢aju Sarznog uzgoja uz dotok glukoze, ali bi vjerojatno zahtijevalo dvostupanjski proces u

slu¢aju kontinuiranog uzgoja.

2.3.3. Pekarski kvasac kao izvor biokatalizatora

Biotransformacije se sve vise u zadnjim desetlje¢ima upotrebljavaju za proizvodnju
kemikalija. Mogu se provoditi na dva nacina i to upotrebom enzima u cijelim stanicama kao
biokatalizatora ili sa izoliranim i pro&i§¢enim enzimima®’. Prednost prvog naina je
izbjegavanje relativno skupog procesa izolacije enzima, dok se upotrebom procis¢enog
enzima dobiva produkt visoke Cistoce sa vrlo malim brojem sporednih produkata.

Pekarski kvasac kao izvor biokatalizatora ima brojne prednosti pred ostalim
mikroorganizmima. Naime on je relativno jak mikroorganizam® koji se zbog svoje otpornosti
moze koristiti u industriji. Raste na definiranom, jednostavnom mediju, te nema nekih potreba
za posebnim hranjivim tvarima. Vrlo je otporan prema promjeni uvjeta u okoliSu zbog Sirokog
raspona fizikalnih i kemijskih parametara pri kojima moze rasti. Obzirom da je geneticki vrlo
stabilan, moze se koristiti za kultivacije tijekom duzeg razdoblja.

Kvasac moze koristiti viSe supstrata paralelno i/ili jedan supstrat putem paralelnog, ali
razli¢itog primarnog mehanizma. IskoriStava neke evolucijski razvijene mehanizme za
cuvanje ugljika i energije, ako su dostupni, pod drugacdijim nerastu¢im uvjetima. Velika
prednost pekarskog kvasca je ta Sto se smatra sigurnim odnosno nepatogenim

mikroorganizmom za proizvodnju hrane i lijekova.

2.3.3.1. Pekarski kvasac u organskoj sintezi

Prilikom koriStenja bioloskih, biokemijskih i biometrickih metoda za sintezu organskih
spojeva, klju¢nu ulogu ima proizvodnja Cistih optickih aktivnih spojeva. Posebno se isplati
kopirati prirodne metode sinteze jer u prirodi vecinom nastaju Cisti enantiomeri. Njihova
sinteza je posebno vazna pri proizvodnji lijekova koji su od veceg znaCenja, a posebno u

slu¢aju ako enantiomeri nemaju isto biolosko djelovanje™.
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Posebno znacenje za organsku kemijsku sintezu u posljednje vrijeme ima pekarski
kvasac. Naime diploidne ili poliploidne vrste, kao Sto je pekarski kvasac, povlastene su u
industrijskoj primjeni, jer pokazuju vecu fizioloSku aktivnost od haploidnih vrsta, te se zbog
toga postizu vece konverzije u Zeljenim reakcijama. Povecanje broja stanica kvasca ovisi o
vanjskim uvjetima (hranjivoj podlozi, koncentraciji kisika). Pri koristenju ¢iS¢eg roda koristit
¢e se povoljniji uvjeti koji traze nespolno razmnozavanje i koji garantiraju ujednac¢enost roda
tijekom duzeg razdoblja u odredenom prostoru, te pomocu kojih se moze dobro upravljati sa
iskoristenjem, te selektivnosti prema produktu.

Kvasac koji se najcesée koristi u preparativnoj organskoj kemiji uzgojen je iz pivskog
kvasca. Prednost mu je laka dostupnost. Naime mnogi katalizatori i kiralni katalizatori, koji se
koriste kod asimetri¢nih sinteza u visSe stupnjeva, su tesko dostupni i k tome vrlo skupi, dok se
kvasac moZe lako nabaviti i vrlo je jeftin. Uz to jednostavan je za upotrebu, ne zahtjeva
posebnu sterilnost i nije patogen, te koristi sirovi ili grozdani SeCer za rast. Prednost
pekarskog kvasca je i u ¢injenici da kao i mnoge druge gljive i mikroorganizmi ima brzu i
ucinkovitu izmjenu tvari s okolinom, te se njihovim uzgojem moze dobiti veliki broj
produkata koji se mogu poslije izolirati iz medija. Stani¢na stjenka i membrana propusne su
za velik broj sintetskih supstrata.

Ovisnost procesa rasta kvasca o koncentraciji kisika moze biti korisna za organsku
kemijsku sintezu. Buchner i Hahn 1895. 1 1897. pronasli su da se aerobni i anaerobni uzgoj
moze provoditi sa ekstraktima nerastu¢ih stanica kvasca. Dumas je 1874. prvi put opisao
reducirajuca svojstva kvasca na sintetskom supstratu. Dodatkom sumpornog praha suspenziji
pekarskog kvasca i otopine $eéera nastaje HyS™.

Najznacajnija upotreba kvasca u okviru organsko-kemijske sinteze je kataliziranje
asimetri¢nih redukcija karbonilnih veza pri ¢emu nastaju opticki aktivni alkoholi. Ta reakcija
je poznata jo§ od kraja pretproSlog stoljeca, a prvi iscrpan opis stereoselektivne redukcije
karbonilne veze su napravili Neuberg i Lewit (1918). Otada se ta metoda koristi za
proizvodnju &istih enantiomera alkohola™®.

Jedna od prvih industrijski vaznijih biotransformacija provedenih sa pekarskim kvascem
je kondenzacija benzaldehida s 2-oxo-propionskom kiselinom kojom nastaje opticki aktivni 1-
hidroksi-1-fenil-2-propanon. 1z njega se kemijskim putem dobiva efedrin (slika 2.6.) koji se u

medicini koristi za lije¢enje astme, peludne groznice, bronhitisa, te kao dekongenstiv".



2. Opdi dio 16

|O 0 piruvat dekarboksilaza H
)H( OH Saccharomyces cerevisiae kemikalije
+ \
O
f 0 Co,
2 3

1 - benzaldehid

2 - 2-oxo-propionska kiselina

3 - 1-hidroksi-1-fenilpropan-2-on

4 - 2-metilamino- 1-fenilpropan-1-ol

Slika 2.6. Proizvodnja L-efedrina

Bioredukcije se obicno provode u vodenom mediju u prisutnosti ugljikohidrata ili
etanola. Redukcija se odvija uz regeneraciju reduciranog oblika nikotinamidnog koenzima uz
oksidaciju kosupstrata (ugljikohidrata ili etanola). Upotreba ugljikohidrata kao energetskog
izvora za regeneraciju NAD(P)H moze biti neadekvatna zbog potrebe za visokom
koncentracijom ugljikohidrata (glukoze) u usporedbi sa koncentracijom supstrata, te zbog
njihovog metabolizma pri kojem dolazi do stvaranja snazne pjene od ugljikovog dioksida i

proizvodnje $tetnih sporednih produkata® (slika 2.7.).

~. _OH
ugliikohidrat NAD(P)* /c/\H
X karbonil
: reduktaza
etanol, CO, itd. NAD(P)H ~c=0

Slika 2.7. Prikaz reakcijskog mehanizma regeneracije koenzima uz koriStenje ugljikohidrata

: 35
kao energetskog izvora

Kada se etanol upotrebljava kao izvor energije redukcija se mora odvijati pri acrobnim
uvjetima. Za redukciju uz upotrebu etanola potrebna je neSto niza koncentracija etanola u
odnosu za istu uz ugljikohidrate. Takoder osim ugljikovog dioksida, nema drugih sporednih

produkata®® (slika 2.8.).

~. _-OH
etanol NAD(P)* /CQH
karbonil
0O, reduktaza
~
CcO =
p NAD(P)H _C€=0

Slika 2.8. Prikaz reakcijskog mehanizma regeneracije koenzima uz koristenje etanola kao

. 35
energetskog izvora
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2.3.3.2. Primjeri redukcije karbonilnih veza

Tablica 2.1. Redukcija karbonilne veze |1| u sekundarne alkohole 2| uz pekarski kvasac™

(0] OH
.)k o)\
R R’ R R’
1 2

Broj | R! R’ ee [%] lcz}(l;vl ;‘; }ﬁ}j{”igte“je
1 |CH; (CH,);CHj 82 S 18
2 | CH,CH, (CH,),CHj 23 S 12
3 | CH,CH; (CH,);CH; 27 S 8
4 CH; CeHs &9 S 45
5 CF; Cikloheksil >95 R 88
6 CH; 0 94 S 74

(CH,);7—N
0
7 CeHs COOCH,CH; >95 R 68
8 COOCH; 92 R 55
—@—COZCHS
9 CH; COOCH,CH; 91 S 47
10 | CH; CH,OOCH,CHj 85 S(L) 59-76
11 CH,CH; CH,00CH; 89 S(L) 44(a]
12 | CH,CH; CH,OOCH; 86 R(D) 67[b]
13 | CH,CH; CH,OOCH,CHj 40 R(D) 67
14 | CH,CH; CH,OO(CH,),CH;  ~100 S(L) 67
15 CF; CH,0O0CH,CH; 84 R(L) 60
16 | CH,Cl CH,OO(CH,),CH;  ~100 R(L) 67
17 CH,S0O,C¢H; CH,00CH; 98 R(L) 80
18 | CH,CH,CH=C(CH;), CH,COOK 99 S(L) 59

Mnogi ketoni se uz pekarski kvasac reduciraju u sekundarne alkohole (tablica 2.1,
primjer 1-6). Enantiomerni suviSak je to veci §to se pokrajnji lanci R1 1 R2 viSe razlikuju
jedan od drugoga®*~*.

Dulji alkilni supstituenti od metila djeluju nepovoljno na iskoriStenje (tablica 2.1,

primjer 1-3), dok se uz heterocikle kao supstituente dobivaju vrlo visoka iskoristenja.
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o-ketoester se reducira u a-karboksiester s visokom enantioselektivnoscu (tablica 2.1,
primjer 7-9)****. Ova reaktivnost se pripisuje enzimima L ili D-laktat dehidrogenazi. a-
ketokiseline se reduciraju u primarne alkohole nakon dekarboksilacije®*>"*.

Medu najbolje istrazene reakcije s kvascem pripada redukcija B-dikarbonilnih veza,
posebno B-ketoestera (tablica 2.1, primjer 10-17). Kod tih reakcija enantiselektivnost ovisi o
samom mehanizmu reakcije”. Konverzija, iskoristenje i enantiselektivnost takoder jako ovise
o uvjetima reakcije (hranjivoj podlozi, procesu prijenosa tvari u kvascu), tako da se vrlo tesko
moze procijeniti ishod procesa (tablica 2.1, primjer 11, 12). Dobiveni B-hidroksiesteri
karboksilnih kiselina su vrlo vazni za organsko kemijsku sintezu i koriste se za proizvodnju

velikog broja prirodnih i umjetnih tvari. Posebna pozornost se pridaje istrazivanju [3-

hidroksiestera maslagne kiseline (tablica 2.1, primjer 10)**.

0 pekarski 0O
R X R™ * R 0)

X ¢}
4
3 X=COOR(a) 5
CN (b)
CH,NO, (c)

Slika 2.9. Redukcija y-ketokiselina 1 y—ketokiselinskih estera 3a, ketonitrila 3b 1 nitroketona

3¢ sa kvascem u odgovarajuce alkohole 4 kao i ciklizacija u butilrolaktone 5*

Redukcija y-ketoestera (slika 2.9, primjer 3a) je reakcija koju je nesSto teze provesti.
Kroz modifikaciju strukture (vladanje soli y-ketokiselina, promjenom supstituenata) ili
promjenom reakcijskih putova mogu se dobiti zadovoljavajuci rezultati (iskoriStenja veca od
50 % sa visokom enantioselektivnos¢u), te dobiti vrlo zanimljivi enantio€isti y-butirolaktoni.
IskoriStenje se moze povecati poveéanjem koli¢ine kvasca u sustavu u odnosu na koli¢inu
supstrata. Daljnja moguénost njihovog nastajanja je provodenje redukcije ketonitrila |3b| u
hidroksinitrile 4b (slika 2.9), te se prociS¢avanjem 1 dodatnom ciklizacijom mogu proizvesti
y-butirolaktoni. Takoder se mogu dobiti redukcijom nitroketona |3c| (slika 2.9.) u alkohole, te
ciklizacijom uz pomo¢ oksidacije nitrilne skupine. Ovi laktoni su ina¢e aromati¢ne i mirisne
tvari koji se nalaze kao strukturni elementi brojnih prirodnih i sintetskih tvari (npr.
insektoferomoni, antibiotici, insekticidi)34.

Redukcijom uz kvasac se mogu provesti razdvajanja racematne smjese (slika 2.10.).
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Q 0
H
6™ > p 1 +
H
= _—
6

32 % iskoriStenje 25 % iskoriStenje
44 % ee 92 % ee

14 % iskoriStenje 27 % iskoristenje
88 % ee >99 % ee

Slika 2.10. Razdvajanje racematne smjese biciklo[4,2,0]2-en-7-on 1 8,8diklorbiciklo[4,2,0]2-

en-7-on redukcijom uz pekarski kvasac™

Naime kod redukcije razli¢itih enantiomera sudjeluju razliciti enzimi, te se vrlo brzo
mogu razlikovati s obzirom na brzinu kineticke pretvorbe. Primjer pokazuje osjetljivost
kvasca na razliite supstrate, te kako moze reagirati. Nesupstituirani biciklooktenoni |6
postaju (1S, 6R)-enantiomeri prije nego Sto se reduciraju u alkohole |7|, te se njihovi 8,8-
diklorderivati |8] reduciraju u sekundarne alkohole |9**.

Jedna interesantna klasa supstrata su jednostavni o-supstituirajuéi [-ketoesteri. U
pokazanom primjeru prikazani su ciklicki P-ketoesteri (slika 2.11.). Supstrat |10| se uz
pekarski kvasac reducira u spoj |11] koji se upotrebljava za sintezu karbociklina PGI,. Inace
stabilna struktura Prostaciklina PGI; se upotrebljava u medicini jer djeluje na opadanje krvnog

tlaka i smanjenje uzbudenja®*.
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0] OH (@)
COOEt ..+ COOEt COOEt
. _.I_
Q" "o 0" "o Q" o
/10 \/ n /
30 - 40 % iskoristenje 35 - 45 % iskoriStenje
>98 % ee
COOH

|

OH
Karbaciklin PGI,

Slika 2.11. Asimetricna redukcija estera ciklopentanonkarboksilne kiseline uz pekarski

kvasac. Primjena u proizvodnji karbaciklina PGI,**

Visestruka primjena pekarskog kvasca u organsko kemijskoj sintezi, posebno kod

slozenih struktura, je redukcija cikli¢kih B-diketona (slika 2.12.)*"**. B-cikloheksadion i -

ciklopentadion reagiraju sa policikli¢kim spojevima uz visoko iskoriStenje. Redukcijom jedna

od dviju karbonilnih skupina postaje selektivna za sekundarni alkohol S(L)-konfiguracije.

Spoj [17] (slika 2.12.), koji nastaje kada se 2,2-dimetilcikloheksan-1,3-dion |16| reducira uz

pekarski kvasac, daje uz asimetri¢nu sintezu brojne terpenoidne prirodne tvari™ .

34
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Slika 2.12. Primjeri primjene B-hidroksiketona |17| za sintezu prirodnih terpenoidnih tvari**

Ako izolirane dvostruke veze u nizu nisu reducirane, tada o, 3 nestabilne karbonilne
veze i alilalkoholi |18] mogu preéi u alkil alkohole |19| (tablica 2.2.)**. Najcesce Z-
supstituirane dvostruke veze ¢e se lakSe reducirati od ve¢ spomenutih E-supstituiranih
dvostrukih veza. U primjeru 4 (tablica 2.2.) pokazana je redukcija dimetilacetala i slobodne
aldehidne skupine, prije provedbe redukcije spoja |19| (tablica 2.2.). Kod a, [} nestabilnih
ketona i aldehida dolazi vrlo brzo do redukcije karbonilne veze (slika 2.13.). Ova reakcija je

uvijek reverzibilna dok je redukcija C-C dvostruke veze vrlo spora i ireverzibilna.
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Tablica 2.2. Redukcija o, nezasi¢enih veza uz pekarski kvasac

Slika 2.13. Kineti¢ka shema redukcije o3 nezasi¢enih aldehida i ketona kao 1 alilalkohola u

alkil alkohole*

R A X - R _A_OH
18 19
. IskoriStenje
()

Broj | R X ee [%] (%]
1 CH; CHO 95 28
2 I\ >99 72

LY aon
o
3 CHO >97 35
/\)\/COZCH3
4 CO,CH,CH;, CH(OCHj;), >98 49
R3

!

R3
= (0]
2 R4
‘ brzo
R
= (0)
2 R4

polagano R W

H R. .

R
brzo ‘T
R

2

3

R

*

2

o)
R4
. OH
R4

2.3.3.3. Primjeri ostalih reakcija

Prilikom reakcije 1,3-dinitroarena uz pekarski kvasac dolazi do redukcije nitro grupe u
amino grupu (tablica 2.3.)**. Postoji li i neki drugi supstituent u orto ili meta polozaju, dolazi
uglavnom do regioselektivne redukcije (primjer 1, tablica 2.3.). Steri¢ki razmjeStaj drugog
supstituenta pogoduje redukciji para-nitro grupe (primjer 2, tablica 2.3.), pri ¢emu nastaje
jedan slobodan par elektrona (primjer 3, 4, tablica 2.3.) koji dovodi do reakcije u orto

polozaju.

22



2. Opdi dio 23

Tablica 2.3. Redukcije 1,3-dinitroarena u 3-nitroaniline™

Broj | Reaktant Produkti .Omlel‘ lSkOI;)lSten_]e
1zomera [%o]
1 s CH, CH, 1/1 44
©/N02 §>/NH2 NO,
NO, NO, NH,
2 CH,CH; CH,CH, CH,CH, 13 37
©/N02 §>/NH2 NO,
NO, NO, NH,
3 Pty OCH,8 OCH,€ 5/1 36
©/N02 §>/NH2 NO,
NO, NO, NH,
4 Z NO, Z NO, 35
X N
N N
NO, NH,

S pekarskim kvascem se osim redukcija mogu provoditi i druge reakcije. Hidroliza
estera je jedna od tih reakcija kojom se dobivaju mnogi korisni produkti uz visoku
enantioselektivnost (slika 2.14.). Hidroliza acetil derivata |20| u sekundarne alkohole |21]
(slika 2.14.) se takoder provodi ako je iskoriStenje reakcije vece od 40%. Pri konverziji od

60% moguée je produkt |22| (slika 2.14.) izolirati uz visoku eneantioselektivnost®*.
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OAc nerastuci (E)H
kvasac 1 A +
R k R \\
R’ R’
20 21

7 - 66 % iskoriStenje
86 -> 97 % ee

OAc

R’ k
RZ
22

19 - 56 % iskoriStenje
10 ->97 % ee

R'| izobutil izobutil pentil heksil alil CH,CO,Et

R H cH, H H H

konverzija [%]| ee [%]
40 86
60 95

Q OAc nerastuci 0] OH
kvasac
=
i O o
23 24

H

Slika 2.14. Primjeri asimetri¢nih hidroliza estera uz pekarski kvasac*

Stereoselektivne adicije o, B nezasi¢enih karbonilnih veza se takoder mogu provesti uz
pekarski kvasac (slika 2.15.). Adicijom 2,2, 2-trifluor etanola na ester akrilne kiseline [25]

dolazi do nastajanja laktona |27| (slika 2.15, reakcija a). Adicijom vode i redukcijom

24

karbonilne veze aldehidi [28| 1 [29| se prevode u zasi¢eni butantriol |30| (slika 2.15, reakcija

b)*.

H, 29

~ 25 % iskoriStenje
>97 % ee

O
25 26 27
47 % iskoristenje
79 % ee
X
=
b) O/\/\ CHO
+ H,0—
X=0 28

a) 27 >CO,Et + CF, CH, OH—= F3c~<_>:o

o
(eI
=
o
jan

30

Slika 2.15. Adicije na o, § nezasi¢ene karbonilne veze™
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. _CHO
b) ©/\/
+

R

OHC

OH
CHO 0O R
a) + )-k — >
R COOH 0

R: CH,, CH,CH,, (CH,),CH,

15 - 20 % iskoriStenje
>95 % ee

OH

o

R COOH

: CH,, CH,CH, 15 - 20 % iskoriStenje

ee - nije odreden
OH

0
c) __CO,CH,CH; )k — N c0,0H,CH
>= T, Scoon S

0

20 % iskoristenje
opticki Cist
OH

0
d) ___CO,CH,CH; )k — N N00,CH,CH
>= + n.cn.c” Scoon 2

OHC 3~ o

18 % iskoriStenje
ee - nije odreden

Slika 2.16. Primjeri mjeSovitih aciloin kondenzacija koje se mogu odvijati uz pekarski

kvasac*

Uz pekarski kvasac C-C vezanjem moguce je do¢i do mijesane aciloin kondenzacije
(slika 2.16) u kojoj sudjeluju aromatski i a, B nezasic¢eni aldehidi, dok je drugi reaktant a-
ketokiselina***. Aldehidna skupina se reducira uz piruvat dekarboksilazu kvasca uz koju se

odvija i zavrSna faza aciloin kondenzacije. U oba slu¢aja se kao koenzim Kkoristi tiamin iz

kvasca koji preuzima ulogu cijanida u aciloin kondenzaciji aromatskih aldehida®*.

2.4. ENZIMI

Konverzija glukoze u etanol 1 ugljicni dioksid u stanici kvasca je jedna od prvih detaljno
proucavanih biokemijskih reakcija. Pretpostavka vezana za tu pretvorbu, da je katalizirana

ekstraktom kvasca, dovela je do otkri¢a enzima i koenzima i tako postavila temelje moderne

biokemije™®.

25
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Enzimi su proteinske molekule koje kataliziraju kemijske reakcije u Zivom organizmu',
te ih zbog toga nazivamo biokatalizatorima. Tako su veoma djelotvorni, nisu uvijek idealni za
upotrebu jer su opcenito nestabilni, te se kao takvi ne mogu koristiti na povisenim
temperaturama i u otopinama organskih otapala®®. Da bi bili primjenjivi u industriji, moraju
po svojstvima biti superiorni klasicnim kemijskim katalizatorima. To zna¢i da moraju imati
visoku aktivnost i stabilnost, te mora postojati moguénost njihove visekratne uporabe jer im je
cijena previsoka, te u suprotnom nisu isplativi.

Enzimi nastaju unutar zive stanice i kataliziraju reakcije u blagim uvjetima, §to je
dakako prednost u odnosu na klasi¢ne katalizatore koji obicno zahtijevaju posebne uvjete
tlaka 1 temperature.

Razlikujemo intracelularne i ekstracelularne enzime. Intracelularni se nalaze unutar
stanice, vezani za stani¢nu stjenku ili u citoplazmi. Vrlo su nestabilni, a da bi ih ekstrahirali iz
stanice, moramo razbiti stani¢nu stjenku, odnosno permeabilizirati ju primjenom mehanickih,
kemijskih ili mikrobioloskih metoda*’. Zbog prethodno navedenih razloga, intracelularni su
enzimi skuplji od ekstracelularnih. Broj ekstracelularnih enzima je daleko manji, ali su oni
stabilniji. Oni su metaboliti stanica, pa ih one izbacuju nakon sinteze, te stoga nisu potrebni
procesi razbijanja stani¢ne stjenku.

Enzimi se mogu, osim u pro¢is¢enom obliku, upotrijebiti i u cijelim stanicama, bilo
zivim ili nezivim. Vrlo ¢esto se enzimi upotrebljavaju u imobiliziranom obliku. Imobilizacija
je postupak pretvorbe homogenog enzima u heterogeni**. Imobilizirani biokatalizatori mogu
biti stanice ili organele u obliku koji omogucava njihovu viSekratnu upotrebu. Jo§ se nazivaju
heterogeni biokatalizatori. Prvobitno su imobilizirani Cisti enzimi, te oni ¢ine prvu generaciju
heterogenih biokatalizatora. Drugu generaciju ¢ine imobilizirane cijele stanice. Prednosti
druge generacije heterogenih biokatalizatora jesu™®:

- mogucénost provedbe viSestupnjevskih procesa jer stanica moze sadrzavati nekoliko

enzima

- ekonomski su prihvatljiviji

- postoji mogucnost regeneracije koenzima unutar imobilizirane cijele stanice

inkubacijom na hranjivoj podlozi

Sam postupak imobilizacije se sastoji u fizi¢koj lokalizaciji enzima na nekom nosiocu.
Jo§ uvijek ne postoji univerzalni nosilac, niti univerzalne metode imobilizacije. Najvaznije je

koristiti metode koje ¢e dati dugotrajnije aktivan enzim na jeftinom nosiocu™’.
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Enzimi se sastoje od apoenzima (proteinskog lanca) i prosteti¢ke skupine (koenzim).
Kao prosteticka skupina cesto se nalazi metalni ion, te se takvi enzimi onda nazivaju
metaloenzimi.

Enzimi posjeduju prednosti pred klasi¢nim katalizatorima:

ne zahtijevaju primjenu ekstremnih reakcijskih uvjeta ( pH, temperature, tlak)

djeluju pri niskim koncentracijama

izvori enzima su obnovljivi

biorazgradljivi su

provode kompleksne reakcije u jednom stupnju

Uz navedene prednosti, enzimi imaju i nedostatke:

visoka cijena izolacije 1 proc¢is¢avanja

lako podlijezu inhibiciji supstratom i/ili produktom

deaktivacija uslijed promjene reakcijskih uvjeta

nestabilnost izvan prirodnog okruzenja (u otopljenom obliku)
Iz prethodnog se dade zakljuciti da su biokatalizatori veoma vazni katalizatori jer
omogucuju provedbu reakcija koje bi standardnim kemijskim postupcima bilo vrlo tesko ili

pak nemoguce provesti.

2.5. ALKOHOL DEHIDROGENAZA

Kvas¢eva alkohol dehidrogenaza je dio velike obitelji cinkovih alkohol
dehidrogenaza®'. Obzirom da je poznata primarna struktura 47 lanova ove obitelji, iz jednog
starog gena napravljeno je evolucijsko stablo uz pretpostavku razliitog razvoja. Pomoc¢u
njega moguce je identificirati Cetiri razli¢ite grupe alkohol dehidrogenaza iz ove obitelji:
kraljeznjaci, biljke, eukariotski mikroorganizmi i prokariotske bakterije. Pekarski kvasac je
lan tree grupe i ima tri izoenzima alkohol dehidrogenaze™**: YADH-1*, YADH-2 i
YADH-3. YADH-1 je konstitucijski oblik koji nastaje tijekom anaerobnog uzgoja pekarskog
kvasca. YADH-2 se nalazi u citoplazmi, dok se YADH-3 stvara u mitohondriju. Za najveci
postotak aktivnosti alkohol dehidrogenaze koja se dobiva u rastu¢im stanicama pekarskog
kvasca odgovoran je YADH-1.

Alkohol dehidrogenaza je jedan od prvih izoliranih i proc¢i§¢enih enzima. Postoji vise
metoda njezine izolacije. Obicno se provode tako da se nakon razbijanja stani¢ne stjenke, ona
ukloni, te se dobije bezstanicni ekstrakt sa intracelularnim produktima. Stanica se moze

razbiti upotrebom mlina ili ultrazvucnih igala, dok se enzim iz ekstrakta izolira upotrebom
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razli¢itih separacijskih tehnika kao $to su anionski izmjenjivaci, ultrafiltracija i gel filtracijska

kromatografija>>.
2.5.1.1zoenzimi YADH

Usporedbom kinetickih svojstava izoenzima ADH, uocava se velika sli¢nost. U tablici

2.5. su prikazane kineti¢ke konstante tri izoenzima ADH izolirana iz pekarskog kvasca®.

Tablica 2.5. Kineticke konstante izoenzima ADH izoliranih iz pekarskog kvasca®

konstante YADH-1 YADH-2 YADH-3

Vi[s'] 340 130 450
K, [uM] 170 110 240
Ky [mM] 17 0,81 12

V/Kg [mM's] 20 160 37,5
V,[s'] 1700 1040 2100
Ky [uM] 110 50 70

Kp [mM] 1,1 0,09 0,44
Vy/Kp [mM's'] 1540 11550 4770

Vidljivo je da YADH-1 i YADH-3 imaju vrlo sli¢ne kineticke karakteristike, dok je
YADH-2 specifi¢nija za etanol i acetaldehid kao supstrate. Kada je napravljena kinetika za
YADH-1 1 YADH-2 sa alkoholima velikih molekulskih masa i diolima kao supstratima,

utvrdeno je da je za sve alkohole normalizirana brzina YADH-2 bila oko tri puta veca.
2.5.2. Specifi¢nost enzima

Kvasceva alkohol dehidrogenaza katalizira sljedecu reverzibilnu redoks reakciju:

R R,
_CH—OH + NAD* ===
R, R,

>C:O + NADH + H* (1)

Pri neutralnom pH ravnoteZa je pomaknuta ulijevo. Specifi¢ni supstrati za ADH su
nerazgranati alifatski alkoholi, a svako grananje u pokrajnjem lancu smanjuje aktivnost
enzima i umanjuje njegovu djelotvornost’’. Ovaj enzima je takoder specifi¢an za sekundarne

alkohole. Etanol je daleko najbolji supstrat™, dok je metanol vrlo slab supstrat za YADH



2. Opdi dio 29

(aktivnost enzima za metanol kao supstrat je 0.07% aktivnosti enzima za etanol kao supstrat
pod istim uvjetima). Enzim oksidira metanol uz NAD" u formaldehid i NADH, ali je reakcija
vrlo kompleksna zbog brojnih sporednih reakcija. Takoder je nadeno da su glicerol,
gliceraldehid, acetol, te benzil alkohol 1 benzaldehid vrlo slabi supstrati, dok 2-klor-etanol, 2-
fluor-etanol, 2,2,2-trifluoretanol, propargil alkohol, glicidol i polietilen glikol uopée ne
reagiraju uz ADH kvasca. Kvasceva alkohol dehidrogenaza katalizira tri bitne ireverzibilne

kemijske reakcije.

CICH,CHO + NADH + H" — CICH,CH,0H + NAD" (2)
(CH;3),NC4H;NO + 2NADH + 2H" — (CH3),NCsH,NH, + 2NAD" + H,0 (3)
CH;CHO + NAD" + H,0 — CH;COOH + NADH + H" 4)

Obzirom da je kloracetaldehid jako dobar supstrat za YADH, a 2-kloretanol se uopée ne
oksidira sa NAD" reakcija (2) je ireverzibilna. p-Nitrozo-N,N-dimetilanilin (NDMA) se brzo
reducira sa NADH u prisutnosti YADH”'. Primarni produkt ove reakcije, korespondirajuéi
hidroksilamin, se transformira u komponentu kinonediimina gubitkom molekule vode koja se
reducira neenzimatski uz NADH u p-amino-N,N-dimetilanilin. YADH pokazuje slabu
aktivnost aldehid dehidrogenaze, te je uz nju mogucée katalizirati ireverzibilnu oksidaciju

acetaldehida u octenu kiselinu uz NAD".

2.5.3. Primarna struktura

YADH je tetramer sastavljen od Cetiri jednake podjedinice, a svaka podjedinica se
sastoji od jednog polipeptidnog lanca sa 347 aminokiselina sa molekularnom masom od 36
kDa>. Svaka podjedinica ima jedno mjesto za vezanje koenzima, te jedan vezani cinkov atom
koji je vrlo bitan za samu biokatalizu. Drugi cinkov atom (podjedinica) je vezan u

tetrahedronskom obliku sa &etiri atoma sumpora iz cisteinskog ostatka®'.

2.5.3.1. Aktivna mjesta

Podjedinice kvasceve alkohol dehidrogenaze su vjerojatno podijeljene na dva podrucja:
kataliticko podruc¢je i podrucje vezanja koenzima. Podrucja su razli¢ite veliine tako da
kataliticko podrucje sadrzi 3/5 ukupnih aminokiselina, dok podru¢je vezanja koenzima
sadrzava preostalih 2/5 aminokiselina. Podrucja su odvojena pukotinom, tj. dubokim dzepom

u koji se smjesta supstrat i nikotinamidni dio koenzima. Jedno podruc¢je veZe koenzim, dok
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drugo omoguc¢ava povezivanje sa katalitiCkim cinkom kao 1 s ve¢inom grupa koje kontroliraju

c v 1
specifiénost supstrata®’.
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Slika 2.17. Shematski prikaz aktivnih mjesta alkohol dehidrogenaze u stanici kvasca®'

Slika 2.17. prikazuje model aktivnog centra alkohol dehidrogenaze iz koje je vidljiv
mehanizam rada samog enzima. Da bi doSlo do katalize aktivni centri enzima moraju vezati

molekule supstrata i molekule koenzima na produktivan nacin i postepeno katalizirati reakciju

prijenosa vodika izmedu njih.

Mjesto vezanja adenozina je lako dostupno, dok se centar vezanja nikotinamida nalazi u

sredini molekule, sakriven duboko unutar proteina. Aminokiseline primarne strukture enzima

su ukljucene u vezanje supstrata i koenzima i u samu katalizu.

UnutraSnji zid dzepa je obrubljen pokrajnjim lancima Triptofan-57, Triptofan-93,
Asparagin-110, Leucin-132, Tirozin-140, Treonin-141, Metionin-294, Alanin-296 i Izoleucin-

318 koji potjecu iz iste podjedinice kao i ligandi cinka. Mjesto vezanja supstrata kraj cinka je

usko jer pristup ograni¢avaju Triptofan-93 i Treonoin-48.
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2.6. MODELI MIKROBIOLOSKOG RASTA

U velikom broju radova su predlozeni modeli rasta stanica kvasca, no ne postoji
univerzalni model koji bi mogao opisati rast pri razli¢itim uvjetima.
Modeli mikrobioloskog rasta mogu se podijeliti u strukturne i nestrukturne modele, a

oba se mogu dalje podijeliti na segregirane i nesegregirane™. Strukturni modeli’”*

tretiraju
stanicu kao sloZeni sustav i temelje se na opisu stvarne bioloske slike zbivanja u stanici
mikroorganizma. Oni uzimaju u obzir fizioloSke promjene koje se odvijaju u stanicama
biomase. Nestrukturni modeli®** definiraju rast biomase kao funkciju makroskopskih
varijabli - koncentracije 1 broja stanica biomase, te promatraju stanicu kao crnu kutiju i ne
uzimaju u obzir fizioloske promjene koje se dogadaju u stanici mikroorganizma. Oni se mogu
primijeniti samo pri idealnim uvjetima ili u ranoj logaritamskoj fazi rasta.

Segregirani modeli rasta tretiraju svaku stanicu kao neovisan entitet, odnosno definiraju
populaciju stanica kao skupinu takvih neovisnih stanica, ¢ija se svojstva mogu opisati
distribucijama u odnosu na pojedina svojstva (starost, veliCina, brzina rasta, produktivnost...).
Nesegregirani modeli tretiraju biomasu kao skup prosjecnih stanica, koje sve imaju jednake
karakteristike u svakom trenutku vremena. Oni se koriste kada je populacija relativno
homogena i kada nisu poznati uvjeti koji upravljaju diobom stanica.

Jedan od najpoznatijih nestrukturnih modela definirao je Monod*. Njegov model daje

ovisnost specificne brzine rasta biomase o koncentraciji supstrata, a dan je izrazom 2.1.:

c

= — 2.1.
K= Uyax K +c

N s

gdje je uyax maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [h'] , ¢, koncentracija supstrata [g
dm™], a K, konstanta zasiéenja supstratom [g dm™]. Konstanta zasiGenja supstratom je
jednaka onoj koncentraciji supstrata kod koje je specificna brzina rasta jednaka polovini
maksimalne specifi¢ne brzine rasta.

Ovaj model ima brojne nedostatke. Ne moze opisati fazu indukcije jer je konstanta
zasi¢enja, K, po svojoj vrijednosti u vecini procesa puno manja od koncentracije supstrata, cs,
pa prakticki odmah po inokulaciji, prema ovom modelu pocinje period eksponencijalnog
rasta. Isto vrijedi i za fazu odumiranja stanica koji ovaj model ne moze opisati.

Specificna brzina rasta moze biti, kao Sto je ve¢ navedeno, inhibirana komponentama
podloge ili produktima metabolizma mikroorganizma. Tada je potrebno modificirati osnovni

Monodov model. U sluéaju inhibicije supstratom®®, jednadzba 2.1. poprima oblik:
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cS
#= c: 2.2.
K +c + KS

gdje je K konstanta inhibicije supstratom [g dm™]. U sluéaju inhibicije produktom Monodov

izraz (jednadzba 2.1.) poprima sljedeci oblik:

c

S

e 23
c
K, -[1+Kppj+cs

i

gdje je ¢, koncentracija produkta [gdm™], a K;* konstanta inhibicije produktom [g dm™].
Postoje brojne modifikacije Monodovog modela rasta biomase, a jedna od njih je

sljedeca, koja uzima u obzir fazu indukcije mikrobioloskog rasta:

-t

| 1-et 2.4,

,“—IL‘MAX'K e

N s

gdje je 1, vrijeme trajanja faze indukcije.

2.6.1. Modeli nastajanja produkata

Stanice mogu sintetizirati razli¢ite produkte. Postoji nekoliko sistema za klasifikaciju
ovih produkata. Kineticki modeli su razvijeni za neke jednostavnije sisteme. Jedan od
najces¢ih nacina, koji se primjenjuje u modeliranju nastajanja produkta, klasificira produkte
na temelju mehanizma njihovog stvaranja, tj. da li su rezultat primarnih metabolickih funkcija
ili nastaju sekundarnim metabolizmom. Konacni produkti energetskog i1 ugljikovog
metabolizma su primarni metaboliti. Obzirom da je njihova proizvodnja proporcionalna rastu
populacije stanica, oni se jo§ nazivaju produkti vezani uz rast (growth associated)®.

Produkti kao $to su antibiotici 1 vitamini se uglavnom u Sarznim kulturama proizvode na
kraju eksponencijalne faze. Ovi sekundarni metaboliti se najceS¢e nazivaju produkti nevezani
uz rast (non-growth associated), te njihova kinetika ne ovisi o brzini rasta stanica. Uz ove
dvije vrste produkata, postoje produkti ¢ija se kinetika nalazi izmedu, te se oni nazivaju
produkti djelomi¢no vezani uz rast (partially growth associated). U njih spadaju amino
kiseline, mlijecna kiselina, intermedijeri iz ciklusa limunske kiseline, ekstracelularni
polisaharidi i otapala kao $to su aceton i butanol.

Izrazi za brzinu za ove tri vrste produkata nastali su iz studije Luedekinga i Pireta za

stvaranje mlijeCne kiseline uz Lactobacillus delbrueckii. Naime oni su pronasli da
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proizvodnja mlijecne kiseline ovisi o koncentraciji stanica i1 o brzini njihova nastajanja, te su

predlozili slijede¢i izraz:

rp=0ry +B-c, =ap-cy +B-cy 2.5.

Vidljivo je da se ovaj izraz moze podijeliti na izraz koji je vezan za rast (ap cx), te onaj

koji nije vezan(Bcy).” Prema ovom pristupu proizlaze tri vrste produkata obzirom na rast

stanice:
- vezani uz rast rp =0 -Cy 2.6.
- nevezani uz rast r»=B-cy 2.7.
- djelomi¢no vezani uz rast rp =0l -Cy +PB-cy 2.8.

2.6.1.1. Modeli proizvodnje enzima u stanici

Prilikom modeliranja nastajanja enzima vazno je poznavati faktore koje utjeCu na
mehanizam nastajanja enzima u stanici koji se mogu podijeliti u dvije kategorije':

- inducirani sistemi

- represijski mehanizmi

Naime vrlo malo enzima pripada kategoriji konstitutivnih, tj. onih koji se proizvode
cijelo vrijeme mikrobioloske proizvodnje stanica pod svim uvjetima. To su uglavnom enzimi
centralnog respiratornog metabolizma. Na sintezu ostalih enzima utjecaj imaju tvari koje
induciraju njihovu proizvodnju i veéina enzima koji se dobivaju industrijski ubraja se u ovu
kategoriju. Represijski mehanizmi se javljaju kada konac¢ni produkt ili meduprodukt
katabolizma inhibira nastajanje enzima.

Modeli nastajanje enzima u stanici se uglavnom temelje na modelima nastajanja

produkata. Najuobiajeni nestrukturni modeli za proizvodnju enzima® prikazani su u tablici

2.6.



2. Opdi dio 34

Tablica 2.6. Modeli koji se koriste u mikrobioloskoj proizvodnji enzima®.

Autori Model
dc
Brown & Vass deg _ ke, —m
dt dt
d
Kono & Asai i=kE “Cy
dt
d d
Luedeking & Piret e 5% 4 pe ¥
dt dt
d. d
Kosaric, Yu & Zajic s (k1 +k, + 1)& +k,cy
dt dt
dc dey
LeDuy E_k o4k
da ' odt

¢k u jednadzbama predstavlja volumnu aktivnost enzima [U dm™], cx koncentraciju biomase
[g dm™], ,, vrijeme potrebno da se enzim poéne sintetizirati [h], #; fazu prilagodbe [h], dok su
k, ke, k1, k>, a 1 b konstante.

U literaturi se moze naci viSe primjera koriStenja ovih modela. Za proizvodnju amilaze
Calvatia gigantea® najbolje slaganje je dobiveno uz model Brown & Vassa. To je model
kojim se opisuje proizvodnja enzima vezana uz rast stanice, ali u obzir uzima vrijeme
potrebno da se enzim pocne sintetizirati. Inace se primjenjuje za modeliranje proizvodnje
velikog broja produkata nastalih biokemijskom aktivno$¢u mikroorganizama. S tim modelom
je opisana i proizvodnja dekstransukraze bakterijom Leuconostoc mesenteroides® .

Takoder se u literaturi mogu naci i primjeri modifikacija ovih modela, obzirom na
faktore koji utjecu na sintezu enzima. Nastajanje enzima glukoza oksidaze u Aspergillus
niger®® koji katalizira oksidaciju glukoze proizvodeéi pritom glukonsku kiselinu i vodikov
peroksid se opisuje modificiranim modelom Luedekinga & Pireta (tablica 2.6.). Naime enzim

se u mediju spontano deaktivira, a brzina deaktivacije se opisuje kinetikom prvog reda:

Y o= kpiCr 2.9.
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Uz ovu deaktivaciju, glukoza oksidaza se deaktivira i zbog prisustva vodikovog
peroksida. Brzina te deaktivacije je opisana kinetikom drugog reda jer ovisi o koncentraciji

enzima i koncentraciji vodikovog peroksida:

¥ ppa=kp,Cp “Co, 2.10.

Uzimajuéi u obzir prethodno navedene postavke brzina akumulacije enzima u mediju

dana je izrazom:

dc dc
szad_:+ch_(rDEl+rDEz) 2.11.

Proizvodnja amilaze u kvascima Schwanniomyces castellii i alluvius®’ opisana je
modelom vezanim uz rast stanice u koji je ugraden troparametarski model katabolicke

represije:

3 1+a(cG/cX)

= 2.12.
1+b(c, /cy)

0

jer u tom sustavu glukoza ili neki njezin katabolicki produkt inhibiraju proizvodnju enzima.

Sumarni model proizvodnje amilaze je dan izrazom:

=k, 0% 2.13.

Sinteza enzima a-galaktozidaza u plijesni Monascus je potisnuta katabolickom
represijom™. Kada plijesan raste uz glukozu kao izvor energije i ugljika, enzim se uopée ne
sintetizira. Ako su kao supstrati prisutni glukoza i galaktoza , glukoza se prva tro$i i za to
vrijeme ne dolazi do proizvodnje enzima. Za strukturni model za proizvodnju enzima
potrebno je pretpostaviti koncentraciju intracelularne galaktoze pomocu koje dolazi do

njegove sinteze:



2. Opdi dio 36

de.,,. G ;
Couri _ {U( GaL€caLi CGAL[J _ kchAu} Cy 2.14.
Ky +cou

U ovoj jednadzbi utjecaj glukozne represije se modelira uzimajuéi u obzir slijede¢u
pretpostavku: kada je ekstracelularna koncentracija glukoze veéa od cg x4, brzina transporta
galaktoze u stanicu odmabh prestaje, tj. kada je cg > cg i tada je koeficijent transporta glukoze
u stanicu U [h'] jednak nuli. Bez galaktoze u stanici, represor (R) inhibira sintezu mRNK
koja je odgovorna za proizvodnju o-galaktozidaze. U prisutnosti galaktoze, ona stvara
kompleks sa represorom [Rcgs] koji se vise ne moze vezati za DNK i tada pocinje
proizvodnja enzima. Koli¢ina (neidentificiranog) intracelularnog represora moze se racunati
ako se pretpostavi da se stvara konstantnom brzinom k,, raspada po kinetici prvog reda (k3R),

te da reverziblno reagira sa galaktozom stvaraju¢i kompleks [Rcgi]:

dR
E = (kz —k;R—k, [RCGALi]+ ks [RCGALi ]) Cx 2.15.

Za odredivanje koli¢ine mRNK pretpostavlja se da njezina sinteza ovisi o koncentraciji
slobodnog represora. Naime u prisutnosti galaktoze, koncentracija slobodnog represora se
smanjuje, jer se ona veze za represor, koji tada viSe nije efektivan u sprjeCavanju stvaranja
mRNK. Tada je brzina sinteze mRNK proporcionalna smanjenju slobodnog represora od neke
maksimalne vrijednosti Ry.x. Uz pretpostavku da raspad mRNK prati kinetiku prvog reda,

njezina sinteza je opisana izrazom:

aM
" [ko(R,,x —R)—k,M]-c, 2.16.
Obzirom da mRNK daje informaciju DNK za proizvodnju enzima o-galaktozidaze u

plijesni Monascus, brzina njegova nastajanja je proporcionalna koncentraciji mRNK:

dey

% =kM-c, 2.17.

Pri postavljanu strukturnih modela u kojima se opisuju metaboli¢ki putovi u stanici

brzina nastajanja enzima se ¢esto opisuje Monodovim izrazom. Brzina proizvodnje enzima
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ovisi o intacelularnoj koncentraciji supstrata ili produkata koji sudjeluju odnosno nastaju u
reakciji koja se provodi uz pojedini enzim. Tako npr. brzina nastajanja enzima alkohol
dehidrogenaze iz Saccharomyces cerevisiae ovisi o intracelularnoj koncentraciji acetaldehida

i koenzima NADH 2.

_ max C 41ai C NuDHi
Vo = Vapn 2.18.
K, +c,. K +c
atd T Cagi B nupr T Cnapmi

Proizvodnja enzima u stanici se moze takoder modelirati i modelom odjeljaka kojim se
predocuje biomasa, a koji spada u strukturne modele. Tim modelom se biomasa dijeli u
najcesce dvije ili tri zasebne cjeline (odjeljka). Za opisivanje nastajanja enzima endonukleaze
u Escherichia coli stanica je podijeljena na tri odjeljka®®. Prvi, odnosno aktivni dio sastoji se
od ribosoma, RNK i razli¢nih aktivnih strukturnih dijelova. Ostala dva su geneticki odjeljci
koji se sastoje od proteina, tj. enzima endonukleaze i DNK. Prednost ovog modela je $to se
procijenjeni parametri mogu koristiti u sustavima razli¢itim od onih u kojima su procijenjeni

jer se temelje na opisu stvarnih zbivanja u stanici.
2.6.2. Matematicki modeli rasta pekarskog kvasca

Iako u literaturi postoji cijeli niz modela koji opisuju rast Saccharomyces cerevisiae, niti
jedan nije u moguénosti da u potpunosti opiSe rast pri razli¢itim uvjetima koji mogu nastati

pri uzgoju kvasca.
2.6.2.1. Model A. H. E. Bijkerka iR.J. Halla

Osnovna postavka modela kojeg su predlozili Bijkerk i Hall* je pupajuéi krug. Oni su
pretpostavili da se rast stanica kvasca moze predociti u dva stupnja. Prvi stupanj obuhvaca
akumulaciju supstrata i ovisan je o dostupnosti supstrata. U drugom stupnju stanice se dijele 1
ovaj stupanj je neovisan o supstratu. Generacijsko vrijeme je tada jednako sumi trajanja
pupajuce faze i faze kada je stanica sama. Ovaj koncept rasta je upotrijebljen za razvoj
modela rasta u dva stupnja. Model se bazira na slijede¢im pretpostavkama:

- sastav stanice 1 medija tvori jedinstven, jednoliko rasporeden sustav
- limitirajuéi supstrat je ugljik koji je takoder izvor energije

- biomasa je podijeljena u dva dijela, "A" masa i "B" masa
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- "A" masa ima funkciju potro$nje supstrata i proizvodnje energije, dok masa "B" ima
svojstvo reprodukcije i dijeljenja stanice
- prvi korak u podijeljenom procesu rasta i dijeljenja predstavlja akumulaciju energije
1 drugih metabolita. Pretpostavljeno je da je ovaj korak akumulacije uzrokovan
masom "A" 1 opisuje konverziju mase "A" u masu "B".
I
Ay +a;S —» 2By + (produkti)
- drugi korak predstavlja umnozavanje stanice. Pretpostavljeno je da masa "B"
uzrokuje ovaj korak 1 opisuje konverziju mase "B" u masu "A".
Iy
By — Ay
Ovaj model su kasnije progirili Pamment®, Hall i Barford’ na opisivanje ponasanja
kvasca u prijelaznom periodu tj. periodu indukcije. Oni su pronasli da duzina trajanja perioda
indukcije ne ovisi o koncentraciji stanica, nego da ona ovisi o potrebi stanice da sintetizira

adekvatnu koli¢inu glikolitickih odnosno respiratornih enzima.

2.6.2.2. Model B. Sonnleitnera i O. Kdppelia

Model’ je razvijen na slijedeé¢im zapaZanjima i pretpostavkama:

- rast na glukozi i na etanolu slijedi priblizno idealno Monod-ovu kinetiku

- nema nusprodukata rasta u znacajnim koli¢inama; glavni produkti su biomasa, CO,,
H,O 1 pri odgovaraju¢im uvjetima etanol. Eksperimentalna ugradnja ugljika je uvijek
vrlo blizu 100 %

- specifina brzina potro$nje kisika je linearno povezana sa brzinom specifi¢ne
potros$nje glukoze samo pri oksidativnom metabolizmu. Pri oksido-reduktivnim
uvjetima (uvjeti pri kojima stanice stvaraju etanol) specifi¢na brzina potrosnje kisika
postaje konstantna i na svojoj maksimalnoj vrijednosti je neovisna o brzini rasta

- glukoza inhibira potros$nju etanola kao supstrata za rast, ako je prisutna u mjerljivim
koli¢inama

- glukoza se moze metabolizirati aerobno i anaerobno, dakako, sa razli¢itim brzinama i
razli¢itim efektima

- etanol se moze metabolizirati samo aerobno
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- elementarni sastav biomase koja raste na glukozi ne ovisi o proizvodnji etanola.
Sastav mase koja raste na etanolu tezi da bude nesto razlicit od onog na glukozi, ali
razlike su unutar analiticke pogreske.

Prema gore navedenim pretpostavkama formuliran je model:
a) Postoje tri razliCite stehiometrijske jednadzbe za opis rasta Saccharomyces
cerevisiae na glukozi i (ili) na etanolu: Cisti oksidativni (formula 1 i1 3) i Cisti reduktivni

(formula 2) metabolizam.

CsH 1206 + a2 O, + b NX (NH3) > b C;HuxOoxNnx + ¢ CO;, + d H,O (1)
C6H1206 + g NX (NH3) —> g C1HHXooxNNX +h C02 +1 H20 +j C2H60 (2)
C,H¢O +k O, + 1 NX (NH3) — I CiHuxOoxNnx + m CO; +n H,O 3)

Biomasa X ima molekularnu formulu C;HpxOoxNnx, gdje su HX, OX, NX i
molekularne mase izraCunate iz elementarne analize biomase. Za duSik je primije¢eno da
nema promjene u njegovom oksidativnom stanju, pa prema tome bilanca za dusik ne utjece na
definirani sustav jednadzbi. Dakako, duSik mora biti prisutan u jednadzbama zbog utjecaja na
bilancu vodika, koja mora biti zadovoljena.

b) 1z gornjih jednadzbi dobivene su tri linearne algebarske jednadzbe, od kojih svaka
sadrzi bilancu za ugljik, kisik 1 vodik. Ovaj sistem jednadZbi nije definiran i prema tome se ne
moze rijesiti tako dugo dok broj nepoznanica nije veéi od broja jednadzbi za jedan. Prema
tome potrebno je postaviti jedan empirijski koeficijent, i to po jedan za svaki set jednadzbi.
Najvjerodostojniji mjerni koeficijenti su koeficijenti iskoriStenja (obzirom na mase) koji su

proporcionalni stehiometrijskim koeficijentima (obzirom na mnozinu) u gornjim

jednadzbama.
YO —b molekulska masa biomase 219
molekulska masa glukoze
yRED _ molekulska masa biomase 2.20.
xe molekulska masa glukoze
YO =1 molekulska masa biomase 2.21.
X/ Et

molekulska masa etanola

c¢) Respiratorni kapacitet stanice upravlja glukoznim ili etanolnim metabolizmom pri
rastu stanica i proizvodnji produkata i predstavlja "usko grlo" (ograni¢enje) za oksidativnu
potroSnju supstrata. Pri niskoj koncentraciji supstrata prevladava Cisti oksidativni
metabolizam (sa prvim prioritetom za glukozu i drugim za etanol). Pri koncentraciji glukoze
vecoj od kritiéne glukoza se metabolizira kombiniranim oksidativnim i reduktivnim putem.

Dio glukoze ispod kritine koncentracije se metabolizira prema formuli 1, a ostatak se
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metabolizira reduktivno prema formuli 2. Kako je potrosnja etanola Cisti oksidativni proces i
nije prioritet, ne dolazi do potroSnje etanola pri ovim uvjetima. Rast na etanolu kao ¢istom
supstratu je ogranic¢en respiratornim kapacitetom.

d) Potrosnja glukoze slijedi Monodovu kinetiku

Co

— 2.22.
K; +cg

rG = rG,max :

e) Potrosnja etanola slijedi Monod-ovu kinetiku. Prioritetna potrosnja glukoze obzirom

na etanol moze se opisati kao inhibicija sa stvarno dostupnom glukozom.

Cpi K, 2.23.
K, +c, K, +cg

VEt,up = VEt,max '

f) Respiracija sama po sebi ovisi o dostupnosti otopljenog kisika.

< _ %
o =7y
™o, + K, 224,
ili
. . C
i i %) 225
7"0 S rO,maX
c, +K,

gdje su 7, i r(’;,max brzine potrosnje kisika pri metabolizmu glukoze ili etanola.
g) Rast je autokataliticka reakcija.

Iy =l Cy 2.26.
Ukupna specificna brzina rasta (Wuup.) je rezultat zbroja svih brzina potroSnje

supstrata, gdje vrijede tri jednadzbe.

My ==Yy 75, 2.27.

Moapni = Mox T Hgep T K 2.28.
ox RED

Wosupni = Y6 Toox —Yx/c Torep = Yx/m Verox 2.29.

Za koeficijente iskoriStenja se pretpostavlja da su konstantni pri prvoj aproksimaciji.
Vrijednosti za pojedine r i dakako za pojedine i, zavise od slijedeceg:

1. Brzina potroSnje kisika nije jednaka maksimalnoj potrosnji kisika, tj. 7, ¢ .. = a5
manji je negor, . . Sva glukoza je metabolizirana oksidativno u ovisnosti o dostupnosti

otopljenog kisika.
Co

_— 2.30.
co, +K,

rO,G < rO,max
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ili, ako je odvojeno razmatrano potro$nja kisika pri potrosnji glukoze i etanola je:

Co

rO,G = rO,G,max K 231
Copt+t Ky
7,
. 0O,max
A 7'y G max = mm{ } 2.32.
arg
.
0,G
Yoox = 7 2.33.

Ostatak respiratornog kapaciteta moze se upotrijebiti za rast na etanolu, ako je etanol
prisutan u mediju, ali ¢e ovisiti o dostupnosti kisika.

2. Brzina potroSnje glukoze je veca od mogucnosti respiracije, pa e g, g .. = @7 biti
vece nego 7, ... » tj. ona koli¢ina glukoze koja se moZe oksidativno metabolizirati (u ovisnosti
o dostupnosti otopljenog kisika) je potroSena prema putu (1), a ostatak (4. 7 zep =75 —T6.0x )
je potrosen prema putu (2). Brzina potroSnje supstrata postavljena na ovaj na¢in omogucava
definiranje pojedinih specifi¢nih brzina p vrijednosti upotrebljavajuci pripadajuc¢e konstante
iskoriStenja i sumirajuci ih, te se na tako moze dobiti ukupna brzina rasta.

h) Brzine nastajanja produkata (CO,, H>O i etanola) rezultiraju iz stehiometrijskih

jednadzbi (1-3) i iz gore navedenih brzina potros$nji supstrata za pojedine nacine rasta.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. UZGOJ PEKARSKOG KVASCA NA TRESILICI

3.1.1. Djelatni kvasac

Za ovaj rad je bio odabran pekarski kvasac Saccharomyces cerevisiae (br. 52) pohranjen
u zbirci mikroorganizama Fakulteta kemijskog inZenjerstva i tehnologije. Cista kultura

pekarskog kvasca se ¢uvala u hladnjaku na 4°C.

3.1.2. Hranjive podloge

3.1.2.1. Podloga za izolaciju, uzgoj i cuvanje kvasca

Za pripravu kosih podloga potrebno otopljeno je 47 g malt-agara u 1 dm’ hladne
destilirane vode koji je nakon 15 minuta nabubrio. Nakon bubrenja otopina je zagrijavana uz
konstantno mijesanje, do potpunog otapanja i bistrenja. Dobivena podloga je ulijevana u
epruvete, sterilizirana u autoklavu na 1,1 bar i 121°C, kroz 15 minuta. Nakon sterilizacije
podloge su nakoSene i1 ostavljene da se hladenjem Zeliraju. Tako dobivene podloge su se

cuvale u hladnjaku na 4 °C.

3.1.2.2. Podloga za uzgoj kvasca za pripravu inokuluma

Otopljeno je 13-15 g agara u 1 dm’ hranjive podloge i ostavljeno 15 minuta da agar
nabubri. Zatim je zagrijavano na plameniku do vrenja dok se podloga nije otopila i otopina
razbistrila, te se potom ulijevala u epruvete. Tako dobivena podloga je sterilizirana na 110°C,
0,5 bar u trajanju od 30 minuta. Nakon sterilizacije epruvete su ukosSene, te ostavljene da se

hladenjem zeliraju. Podloge su se takoder ¢uvale u hladnjaku na 4 °C.

3.1.2.3. Podloga za pripravu inokuluma i uzgoj pekarskog kvasca u bioreaktoru

Hranjiva podloga za uzgoj pekarskog kvasca je pripravljena na temelju literaturnih

podataka’ slijedeéeg je sastava: FeSO4 x 7TH,0O 0,012 g dm™; (NH4),SO4 7,5 g dm™ ; CaCl,
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0,030 g dm™; KH,PO4 1,5 g dm™; CuSO4 x 5H,0 0,001 g dm™; ZnSO4 x 7H,0 0,006 g dm’
3; MgSO4 x 7TH,O 0,691 g dm™ ; glukoza 5, 10, 30, 50 g dm’.

Hranjiva podloga za pripremu inokuluma je bila identi¢nog sastava.
3.1.3. Priprava inokuluma

Pet dana prije provodenja uzgoja pekarskog kvasca u bioreaktoru kultura kvasca je
precijepljena sa malt-agara (koji je bio koriSten za odrzavanje kulture kvasca) na svjezu
podlogu malt-agara i na dvije podloge s glukoznim agarom. Nakon 72 h inkubacije na 28 ‘C u
termostatu kulturu iz jedne epruvete sa glukoznim agarom je preneSen ezom uz sterilnu
tehniku rada u Erlenmeyerovu tikvicu sa 100 cm® hranjive podloge. Isti postupak je ponovljen
i sa drugom epruvetom. Dobiven inokulum je termostatiran na tresilici (160 min™") pri 28 °C
kroz 24 h. Tako pripremljen inokulum (200 cm®) koristen je za uzgoj pekarskog kvasca u

reaktoru.
3.2. UZGOJ PEKARSKOG KVASCA U BIOREAKTORU
3.2.1. Bioreaktor

Uzgoj pekarskog kvasca je proveden u bioreaktoru proizvodaéa DRASLER volumena 5
dm’ prikazanog na slici 3.1. Reaktor je opremljen sustavom za regulaciju pH i temperature, te
sustavom za regulaciju broja okretaja mijegala (200-600 min™). Mijesanje se provodilo sa dva
turbinska mijesala smjeStena na razliitim visinama u reaktoru. Reaktor je takoder opremljen
sustavom za sterilno uzimanje uzorka, distributorom zraka, filterom za sterilno uvodenje
zraka, kisikovom i pH elektrodom, prikljuckom za uvodenje antipjenila (maslinovo ulje), te s
Cetiri razbijaca vrtloga. Uz pomo¢ kisikove elektrode dobivali su se podaci o koncentraciji
otopljenog kisika u reaktoru, te su akvizirani na raCunalu svakih deset sekundi. Regulacijom
broja okretaja mijeSala i regulacijom protoka zraka na rotametru kontrolirala se i regulirala
koncentracija otopljenog kisika u reaktoru. pH se regulirao dodatkom kiseline ili luzine, a

kontrolirao pomoc¢u pH elektrode.
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I

N, Zrak
\ Rotametar
Regulacija pH
[] Pojacalo
kisikove
Regulacija elektrode
temperature o p — A
° o Kisikova F =
. ol s=—[d | elektroda A/D == _|
Regulacija broja ° 5o pretvornik L =
okretaja mijeSala 0T X Do Distributor Akvizicijsko
oH zraka racunalo
clckiroda Bloreakto;' Mijesalo
V=5dm

Slika 3.1. Shema bioreaktora

3.2.2. Proces proizvodnje enzima alkohol dehidrogenaze u S§arZznom bioreaktoru

Prije sterilizacije bioreaktora provedeno je bazdarenje pH elektrode sa komercijalnim
puferima na dvije tocke (pH 4 1 pH 7).

Bioreaktor je steriliziran vodenom parom temperature 121 °C, pri tlaku od 1,5 bar
tijekom 15 minuta. Tijekom sterilizacije reaktor je zatvoren ¢elicnim plaStem.

Nakon sterilizacije u bioreaktor je sterilno dodano 3,3 dm® hranjive podloge koja je
termostatirana na 30° C. Zatim je provedeno bazdarenje kisikove elektrode na dvije tocke
pomoc¢u dusika i zraka. Propuhivanjem dusika kroz destiliranu vodu u bioreaktoru je
odredena nulta tocka koncentracije kisika, a propuhivanjem zraka je odredena druga tocka u
kojoj je koncentracija otopljenog kisika jednaka koncentraciji zasi¢enja za dani normalni tlak
1 temperaturu.

Trenutak po&etka reakcije aproksimiran je sterilnim dodavanjem 200 cm’ inokuluma.
Istovremeno je pocela akvizicija podataka o koncentraciji otopljenog kisika na racunalu.

Uzgoj pekarskog kvasca provoden je na temperaturi 30° C i pH 5 koji je odrzavan
dodatkom otopina NaOH ili HCI koncentracije 5 mol dm™. Koncentracija otopljenog kisika u

reakcijskom mediju regulirana je mijenjanjem broja okretaja mijesala.
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Uzorak za analizu, volumena 15 cm3, uziman je sterilno svakih sat vremena s

pocetkom eksponencijalne faze uzgoja .
3.2.3. Postupak uzimanja uzorka iz reaktora

Na gumenoj cijevi koja je izlazila iz reaktora se nalazila klema. Druga se klema nalazila
na cijevi koja je bila spojena na Spricu. Uzorak je tri puta uvucen u Spricu i vracen u reaktor.
Na taj je nacin uzorak homogeniziran, a Sprica ispirana od prethodnog uzorka. Uzorak
volumena 12-15 cm’ je zatim ponovo uvugen u pricu, zrak je istiskivan iz price, a klema na
cijevi koja izlazi iz reaktora je zatvarana. Potom je otvorena klema na cijevi za ispust, te je dio
uzorka ispustan kao otpad, a ostatak u plasti¢nu epruvetu. Nakon toga je klema na cijevi za

ispust zatvorena. Uzeti je uzorak odmah analiziran.
3.2.4. Sterilizator

Za sterilizaciju hranjivih podloga, posuda i dijelova reaktora koriSten je autoklav
proizvodaca Sutjeska, Beograd. Boce sa hranjivim podlogama zatvarane su sa vatenim
¢epovima, koji su imali funkciju filtra zraka, i bili obloZeni aluminijskom folijom, kako bi

nakon sterilizacije ostali zasti¢eni od utjecaja mikroorganizama.
3.2.5. Spektrofotometar

Mjerenje koncentracije biomase, etanola, glukoze, proteina, volumne aktivnosti enzima
ADH provedeno je upotrebom spektrofotometrijskih metoda na dvozraénom spektrofotometru
SHIMADZU UV-1601 (Japan).

3.2.6. Centrifuga

Uzorci su centrifugirani na stojecoj, horizontalnoj centrifugi proizvodaca TEHTNICA

(Slovenija) na 5000 min".
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3.2.7. Tresilica

Inokulum je pripreman na tresilici vibromix 313 EVT proizvodata TEHTNICA

(Slovenija).

3.3. ANALITICKE METODE

Tijekom provedbe uzgoja pekarskog kvasca pracene su koncentracije: biomase, etanola,
glukoze, proteina, te koncentracija otopljenog kisika, kao i aktivnost enzima ADH (specificna

i volumna).

3.3.1. Odredivanje koncentracije biomase

Koncentracija biomase je odredena mjerenjem apsorbancije na spektrofotometru u
vidljivom podru&ju na 660 nm’". Prije samog odredivanja koncentracije biomase u uzorcima
iz reaktora bilo je potrebno napraviti bazdarni pravac(prilog 3.). On je dobiven mjerenjem
absorbancije otopina poznatih koncentracija biomase. Uz pomo¢ nagiba bazdarnog pravca,
razrjedenja 1 vrijednosti absorbancije uzorka nepoznate koncentracije uzete iz reaktora,
odredivana je koncentracija biomase. Koncentracija biomase u reakcijskom mediju racunata

je iz slijedeceg izraza 3.1. koji je izveden iz jednadzbe bazdarnog pravca.

ABS - Fr
Cy =—7
k 3.1.
gdjeje: ¢y - koncentracija biomase [g dm™];
ABS- apsorbancija [-];
Fr - faktor razrjedenja [-];
k- nagib bazdarnog pravca, koji prolazi kroz ishodiste i iznosi 0,8195 dm’g™;

3.3.2. Odredivanje aktivnosti enzima ADH u stanici

Odredivanje aktivnosti enzima ADH se temelji na reakciji oksidacije alkohola u
acetaldehid uz NAD" kao koenzim pri pH = 8,7 (ADH je najaktivnija pri ovom pH). To je
dvosupstratna reakcija katalizirana enzimom alkohol dehidrogenazom, a provodi se u glicin-

pirofosfatnom puferu. Shematski se ona moze prikazati slijede¢om jednadzbom 3.2.
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49
H3C _CH2 —OH ADH HSC_'C
/\ \ 3.2,
H

NADf NADH

U reakciji je spektrofotometrijski mjerena promjena koncentracije NADH pri valnoj
duljini A = 340 nm. Naime, reducirani nikotin-amid-adenin-dinukleotid (NADH) apsorbira
maksimalnu koli¢inu svjetla valne duljine od 340 nm, dok njegova oksidirana forma (NAD")
u valnom podrucju od 300 do 400 nm ne apsorbira svjetlo.

Za odredivanje aktivnosti enzima ADH nastalog u stanicama kvasca koriStene su
slijedec¢e kemikalije:

- Natrijev pirofosfat (NasP,0O7 x 10H,0); Kemika

- Glicin (ai-aminooctena kiselina — NH,CH,COOH); Merck;
- Semikarbazid-hidroklorid (H,NNHCONHHCI); Kemika;

- Natrijev hidroksid (NaOH); Kemika;

- Etanol, 96 %-tni; Kemika;

- NAD" (B-nikotin-amid-adenin-dinukleotid); Merck.

Priprava otopina:
1. Glicin-sodium-pirofosfatni pufer
- 10 g NasP,0; x 10 H,O i 0,5 g glicina potrebno je otopiti u 300 cm’
redestilirane vode i podesiti pH te otopine na 8,7 sa otopinom NaOH
koncentracije 5 mol dm™.
2. Otopina semikarbazid-hidroklorida
- 2,5 g semikarbazid-hidroklorida potrebno je otopiti u 10 ¢cm® 2 mol dm™
NaOH.
3. Otopina NAD"
0,2 g NAD" potrebno je otopiti u 10 cm® destilirane vode.
4. Otopina etanola

- koritena je otopina etanola koncentracije 16,9 mol dm™ (96 %-tni etanol)

U kvarcne kivete volumena 3 cm® potrebno je odpipetirati volumen svake komponente

prema tablici 3.1.
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Tablica 3.1. Sastav otopina u kiveti za ispitivanje aktivnosti enzima ADH.

Materijal Slijepi uszorak Mjerni lzzorak
[em’] [em’]
Glicin-pirofosfatni pufer 2,0 2,0
Semikarbazid-
hidroklorid 0.1 0.1
NAD’ 0,2 0,2
Etanol 0,1 0,1
Uzorak - 0,5
Redestilirana voda 0,5 -

Prije odredivanja aktivnosti uzorak je bilo potrebno pripremiti. Iz reaktora uzeti uzorak
je centrifugiran 10 minuta na 5000 min". Bistra otopina je koristena za odredivanje
koncentracije etanola i1 glukoze, dok je biomasa (talog) zaostala na dnu kivete koriStena za
odredivanje aktivnosti. Bistra je otopina oddekantirana, a na biomasu je dodana odredena
koli¢ina detergenta radi permeabilizacije stani¢ne stjenke’?. Koli¢ina dodanog detergenta je
bila ekvivalentna koli¢ini nastale biomase. Kao detergent je koristena 0,02 %-tna otopina
heksadecil-trimetil-amonium bromida (Fluka) u 0,1 mol dm? puferu K,HPO4-KH,POy4; pH 7.

Tako pripremljen uzorak je homogeniziran na homogenizatoru 15 minuta, a zatim
centrifugiran 10 minuta na 5000 min'. Bistra otopina je oddekantirana, a na biomasu je
dodano 5 cm’ 0,1 mol dm’ pufera K,HPO4-KH,PO,, te je otopina homogenizirana 5 minuta
na homogenizatoru. Od ovako pripremljenog uzorka odpipetirano je 0,5 cm’ za odredivanje
aktivnosti.

Potrebno je bilo raditi brzo jer reakcija zapo€inje ¢im je uzorak dodan. Tijekom reakcije
dolazi do nastanka NADH S§to spektrofotometar registrira kao promjenu absorbancije u
vremenu. Apsorbancija je proporcionalna aktivnosti enzima ADH u stanicama kvasca.

Volumna aktivnost enzima se ra¢una iz izraza 3.3.

V. AABS
Ay = ' 33,
€AV, At
gdjeje: ¥, -  ukupni dodani volumen reaktanta [cm’];
Vw - volumen dodanih mikroorganizama [cm’] (uzorka u kiveti);
€3a0 -  ekstincijski koeficijent [cmzpm'l], (A =340 nm; €34 = 6,22 crnzum'1 );
d - promjer kivete [cm], (d =1 cm);

promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) [min™'].
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Specifi¢na aktivnost predstavlja aktivnost enzima ADH po gramu kvasca i izracunava

se prema izrazu:

Ay =— 3.4.
CX
gdje je: Ag - specifi¢na aktivnost [U mg™'];
Ay - volumna aktivnost [U em™];
Cx - koncentracija biomase u kvarcnoj kiveti [g dm™].

Reakcija dehidriranja alkohola je reverzibila. Dodatkom semikarbazid-hidroklorid, koji
veze acetaldehid se ravnoteza pomice udesno. Radilo se u glicin-pirofosfatnom puferu radi

spre¢avanja denaturacije enzima ionima teskih metala’.
3.3.3. Odredivanje koncentracije etanola

Koncentracija etanola je odredivana pomoéu Boehringerova UV-testa™®. Ta se metoda
temelji na reakciji 3.2. i provodi pri pH 8,7 jer je pri toj pH vrijednosti aktivnost ADH
najveéa za danu reakciju. Ovom se metodom spektrofotometrijski odreduje koncentracija

nastalog NADH pri valnoj duljini od 340 nm.

Priprava otopina:

Za mjerenje koncentracije etanola upotrijebljene su otopine koje su koriStene i za
mjerenje aktivnosti enzima ADH, samo je za oksidaciju etanola u uzorku iz bioreaktora
upotrijebljen Cisti enzim ADH proizvodaca BOEHRINGER (Manheim, Njemacka). Koristena
je otopina ADH koncentracije 30 mg cm™, a enzim je otapan u puferu K,HPO, — KH,PO,

koncentracije 0,1 mol dm™ i pH 7.

Postupak:

Mjerenju koncentracije etanola je prethodilo pripremanje uzorka. 10 cm’ uzorka je
centrifugirano 10 minuta na 5000 min" zbog odvajanja biomase. Biomasa (talog) zaostala
nakon centrifugiranja je sluzila za odredivanje aktivnosti enzima ADH u kvascu, a bistra
otopina iznad biomase je koristena za odredivanje koncentracije etanola. Uzorci su pripremani
u kvarcnim kivetama volumena 3 cm’. Bilo je potrebno pripremiti i slijepu probu.

Apsorbancija se odreduje na 340 nm. Sastav slijepog i mjernog uzorka dan je u tablici 3.2.



3.Eksperimentalni dio 50

Tablica 3.2.: Sastav otopine u kiveti za odredivanje koncentracije etanola.

Materijal Slije{)ci nl:3z]0mk Mjer[léimusﬁorak
Pufer 2,60 2,60
NAD" 0,20 0,20
Semikarbazid-hidroklorid 0,10 0,10
Uzorak - 0,10
Redestilirana voda 0,10 -
ADH 0,02 0,02

Mjerenje absorbancije je provedeno nakon pola sata, te ponovo nakon pet minuta,
odnosno dok se apsorbancija nije ustalila na nekoj odredenoj vrijednosti. Na osnovu te
apsorbancije izraCunate su koncentracije etanola u bioreaktoru na temelju izraza 3.5.

Crion =ﬂ~Fr 3.5.

k

gdje je: cmon - koncentracija etanola [g dm™];
ABS - ocitana apsorbancija nastalog NADH na 340 nm [-];
k - koeficijent bazdarnog pravca koji iznosi 9,7575 dm’g™;

Fr - faktor razrjedenja [-].
3.3.4. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina je koristeno 0,8 cm® uzorka pripremljenog kao za
odredivanje aktivnosti enzima. Reagens za odredivanje proteina je pripreman tako da je
pomijesano 100 mg Coomassie Brilliant Blue G 250 reagensa (BSA) proizvodaca Fluka s 50
cm’ etanola, 100 cm® H3POy4 (85 %-tna) i 850 cm’ redestilirane vode. Tako dobiveni reagens
je koristen za odredivanje apsorpcijskog maksimuma na A = 595 nm.

Prije samog odredivanja koncentracije proteina u uzorcima bilo je potrebno odrediti
bazdarni pravac (prilog 2.) mjerenjem apsorbancije otopina BSA poznate koncentracije na
valnoj duljini od 595 nm. Koncentracije standardnih otopina BSA su bile slijedeée: 1 ug cm™
;2,5 pg em™; 5 ug em™; 7,5 pg cm™; 10 pg cm™, a pripremane su razrjedenjem otopine BSA
koncentracije 0,1 mg cm™. Iz ovisnosti absorbancije o vremenu dobivena je jednadZba pravca

potrebna za preraCunavanje koncentracije proteina u uzorcima.
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Koncentracija proteina je odredivana na slijede¢i nagin: 0,8 cm® uzorka je pomijesano sa
0,2 cm’ reagensa, te je nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi doslo do
pojavljivanja plave boje. Na valnoj duljini od 595 nm je mjerena apsorbancija uzoraka, a uz

pomo¢ ranije odredenog bazdarnog pravca izraCunavala se koncentracija proteina u uzorku.

3.3.5. Odredivanje koncentracije glukoze

Glukoza u uzorcima je odredivana primjenom koloroenzimske (PAP) metode koja se

zasniva na slijede¢im reakcijama:

glukoza + O, + H,O glukozaoksidaza glukonska kiselina + H,O,

peroksidaza

2 H,0, + fenol + 4-aminoantipirin —=———->— kinonimin + 4H,0O

Kinonimin daje obojenje otopini koje apsorbira vidljivo svjetlo na valnoj duljini od
500 nm. Koli¢ina apsorbiranog svjetla proporcionalna je koncentraciji glukoze u otopini.

Prije mjerenja je bilo potrebno pripremiti uzorak. 10 cm’ uzorka je centrifugirano 10
minuta na 5000 min" zbog odvajanja biomase. Bistra otopina iznad biomase je koristena za

odredivanje koncentracije glukoze.

Otopine reagensa:

R1 reagens:
4-aminoantipirin 0,40 mmol dm™
glukoza oksidaza (GOD) >300 pkat dm™
peroksidaza (POD) >17 pkat dm™
R2 pufer:
Fosfatni pufer (pH= 7,4 +0,05) 100 mmol dm™
Fenol 10 mmol dm™
R3 standard: 5,56 mmol dm’

Reagens je otopljen u puferu, te je sadrzaj vracen u otopinu pufera. Tako priredena
otopina je bila stabilna 4 tjedna na temperaturi 2- 8 °C.

Mjerenja je provodeno spektrofotometrijski na valnoj duljini od 500 nm i temperaturi
od 20 — 25 °C. Prije mjerenja apsorbancije uzoraka potrebno je napraviti bazdarni pravac

(prilog 1.) uz pomo¢ otopina glukoze poznatih koncentracija (standard). Radeno je u



3.Eksperimentalni dio

52

plasti¢nim kivetama volumena 1 cm’. Kao slijepa proba je koristena destilirana voda. Sastavi

uzoraka prikazani su u tablici 3.3.

Tablica 3.3. Sastav uzorka u kiveti za prilikom odredivanja koncentracije glukoze.

Sastav baZdarnih otopina

Sastav otopine s uzorkom

Materijal [cm3] [cm3]
Standard 0,01 -

Uzorak - 0,01

Otopina reagensa 1,00 1,00
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4. MODELIRANJE

4.1. MODELIRANJE UZGOJA PEKARSKOG KVASCA I NASTAJANJE ENZIMA
ADH

Na temelju eksperimentalnih podataka postavljen je nestrukturni model rasta

pekarskog kvasca koji se temelji na nekoliko pretpostavki:’>"®

- u reaktoru postoje dvije faze; plin 1 kapljevina, a mikroorganizmi se ne tretiraju kao
posebna faza zbog svojih malih dimenzija i gustoce koja je bliska onoj vode

- sadrzaj reaktora je homogen i u radijalnom i aksijalnom smjeru

- Dbilance topline nisu razmatrane u ovom modelu jer je temperatura u reaktoru
kontrolirana

- prijenos tvari izmedu plinske i kapljevite faze je objasnjen modelom filma’ koji je i
uklopljen u model

Uz ove su pretpostavke napisane bilance tvari za glukozu, etanol, kisik 1 biomasu za

Sarzni bioreaktor:
dc

= Wor + it + 115.) . 41
a’;_f = _(rG,ox T 76 red ) Cx 4.2.
d;ft = (’” Eipr — T Et,OX)'Cx 4.3,
d;o =k, (Coms —Co )15 c, 44,

U izrazima 4.1.,4.2., 4.3.14.4. lijeva strana jednadZbe predstavlja akumulaciju tvari u
vremenu, dakle biomase u jednadzbi 4.1., glukoze u jednadzbi 4.2., etanola u jednadzbi 4.3. 1
kisika u jednadzbi 4.4. pox predstavlja specificnu brzinu rasta na glukozi u aerobnim
uvjetima, uggp predstavlja takoder specificnu brzinu rasta na glukozi, no u uvjetima
limitiranosti kisikom. pg predstavlja specificnu brzinu rasta na etanolu u aerobnim uvjetima
[g g'h']. ¢y predstavlja koncentraciju biomase [gst dm™], ¢ predstavlja koncentraciju
glukoze [g dm™], ¢z, predstavlja koncentraciju etanola [g dm™] i co predstavlja koncentraciju
kisika u reakcijskom mediju [g dm™]. co s predstavlja koncentraciju kisika u zasiéenju [g

dm™]. kza predstavlja volumni koeficijent prijenosa kisika [h™'], ro specifiénu brzinu
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potro$nje kisika [h™], repr Specificnu brzinu nastajanja etanola [g g'h™"], re.ox specifiénu
brzinu oksidacije etanola [g g'h™'], r¢ox specifinu brzinu potrodnje glukoze u aerobnim
uvjetima [g g'h™'], re.rep specifiénu brzinu potrodnje glukoze u anaerobnim uvjetima [g g 'h”
i

Bilancna jednadzba za volumnu aktivnost enzima alkohol dehidrogenaze izvedena je
na temelju eksperimentalnih rezultata iz kojih je bilo vidljivo da volumna aktivnost prati rast
biomase. Na temelju toga je pretpostavljeno da je brzina nastajanja enzima ADH u stanici
kvasca vezana uz brzinu rasta biomase. Obzirom da je uocen lagani pad aktivnosti enzima kod
zaustavljanja rasta stanica, odnosno prijelaza u stacionarni period, zaklju¢eno je da tijekom
proizvodnje enzima dolazi i do deaktivacije uzrokovane nepovoljnim uvjetima u bioreaktoru
(temperatura, pH). Uz ove postavke napisan je slijedeci izraz za promjenu volumne aktivnosti
enzima u vremenu':

dA,
dt

= a(/“OX T Urep + Mg )Cx —be, 4.5.

U izrazu 4.5. a 1 b su konstante koje se procjenjuju iz eksperimentalnih rezultata.

Pri modeliranju procesa u bioreaktoru vazno je naglasiti da se zapravo promatraju dva
sustava. Jedan od sustava je sam bioreaktor sa sadrZzajem, a drugi sustav stanica koja se moze
smatrati malim bioreaktorom unutar velikog bioreaktora. Kinetika, transport i dinamika
sustava biomase je drugacija od one reaktora’.

Specificna brzina potrosnje supstrata u uvjetima u kojima je ona limitirajuci faktor

opisana je jednadzbom 4.6.

"6 = TG max ﬁ 4.6.

FG.max predstavlja specifiénu maksimalnu brzinu potrodnje glukoze [gg'h™], koja se
kao pocetna vrijednost za optimizaciju parametara modela izraCuna iz eksperimentalnih
podataka.

Drugim se supstratom smatra kisik, pa mu je u uvjetima limitiranim brzinom njegove

potro$nje specifi¢na potro$nja o, [gg'h™'] dana jednadzbom 4.7.

Co

K, +c, 4.7.

rO,lim = rO,max '
Specifi¢na brzina potronje glukoze u aerobnim uvjetima r¢ oy, [g g 'h™'], moZe biti limitirana
specificnom brzinom potroSnje glukoze, ili pak specificnom brzinom potrosnje kisika. Uvijek

je ona manja brzina mjerodavna i odreduje ukupnu brzinu procesa. Otuda slijedi jednadzba
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4.8. iz koje slijedi da je specificna brzina potro$nje glukoze u aerobnim uvjetima odredena
manjom od te dvije specificne brzine. Yo u toj jednadzbi predstavlja iskoriStenje kisika na
glukozi [g g'], a pocetna vrijednost za optimizaciju parametara modela proizlazi iz

stehiometrijskih koeficijenata makroskopskih jednadzbi.

: el
Yoox = Min 4.8.

Fouim 1Yy6

Do anaerobnog rasta na glukozi dolazi kada je kapacitet respiracije nedovoljan da
metabolizira svu glukozu aerobno. Iz toga slijedi da je specifi¢na brzina potroSnje glukoze
rG.RED |8 g'lh'l] u takvim uvjetima dana izrazom 4.9.

Yo.rep =76 ~Tgox st
Specifi¢na brzina proizvodnje etanola rg; ., [gg'h'], u takvim je uvjetima dana jednadzbom
4.10. Ygyc predstavlja iskoristenje na etanolu u reakciji nastajanja etanola iz glukoze [gg],
Cija pocCetna vrijednost za optimizaciju parametara modela takoder proizlazi iz
stehiometrijskih koeficijenata makroskopskih jednadzbi.
Teopr = YEt/G "TG.rED 4.10.
Obzirom da je treéi supstrat etanol, potrebno je definirati specificnu brzinu njegove
potro$nje [g g'h™'] na isti nadin kao $to je definirana za glukozu i kisik.
Crr
rEt,u = rEt,max T 41 1
! Ky +cg
rg.maxpredstavlja maksimalnu brzinu potro$nje etanola [g g'h'] &ija se gruba procjena moze

izratunati iz eksperimentalnih podataka , a Kz, konstantu zasiéenja etanolom [g dm™].

Feox = Min P } 4.12.
(r0,lim —T0x  Yos6 )/YO/Et
Brzina oksidacije etanola je odredena minimalnom od dvije brzine navedene u izrazu 4.12.
Druga brzina je odredena brzinom potroSnje kisika od koje se oduzima potrosnja kisika
vezana za glukozu uz uzimanje u obzir iskoriitenja kisika na glukozi Yo [g g'], i
iskoriStenje kisika na etanolu Yoz [g g'l].
Uzimajuéi u obzir prethodno navedeno moguce je napisati izraz za ukupnu specificnu

brzinu potroSnje kisika.
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7o :YO/G'FG,0X+Y0/Ez'rEz,0X 4.13.
ey . . 1y -1 . . . .

Specificna brzina rasta biomase [g g h™ '] definirana je brzinom rasta na glukozi u

aerobnim 1 u uvjetima limitiranosti kisikom, te brzinom rasta na etanolu u aecrobnim uvjetima.

Iz toga proizlaze jednadzbe 4.14., 4.15. 1 4.16.

Hox = Y)?/)é “Teox 4.14.
Hrep :Y)SEGD.FG,RED 4.15.

4.16.

Mg = YX/Et “Trox

Yor | gg’'] u jednadzbi 4.14. predstavlja iskoristenje aerobnog puta pretvorbe glukoze u

RED

biomasu , Y, [g g'] u jednadzbi 4.15. predstavlja iskoristenje puta pretvorbe glukoze u

biomasu u uvjetima limitiranosti koncentracijom kisika, a Y, u jednadzbi 4.16. predstavlja

iskori§tenje u procesu nastajanja biomase iz etanola [g g'].
Posljednja jednadzba modela uzima u obzir promjenu ukupnog volumnog koeficijenta

prijenosa kisika k;a [h™'] zbog promjene koncentracije biomase u reaktoru’®.
ka=k,a,(1+007-c,) 4.17.

kiap je pocetna vrijednost ukupnog volumnog koeficijenta prijenosa kisika procijenjena na

temelju empirijske korelacije’® dane jednadzbom 4.18.
P 0.4
ka, = 3600{0.026(;} V;,f,] 4.18.

v [kW m™] u jednadbi 4.18. predstavlja karakteristiku bioreaktora odredenu njegovim

volumenom i snagom mijeSala. Obzirom da snaga mijeSala ovisi o broju okretaja mijesala, a
koji je tijekom provodenja pokusa mijenjan, procijenjena je srednja vrijednost na osnovi
literaturnih podataka77. Vyiin predstavlja volumen plinske faze u reaktoru [m3 ] koji se rauna
1z izraza 4.19.

__ 46 419,

V.
7" 3600D?

G u jednadzbi 4.19. predstavlja protok zraka [m®h™'], a D, promjer bioreaktora [m].
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4.2. NELINEARNO OPTIMIRANJE PARAMETARA MODELA

Neka su 4 i B dva skupa podataka za koje vrijedi da je xe4 i yeB izmedu kojih
postoji veza oblika’”:
Y =x;B1,B2,---.Bn) 4.20.
ili predo¢eno matri¢no
Y=F(X;B) 4.21.
Kako su skupovi 4 i B u vecini slucajeva eksperimentalni podaci onda prethodne jednakosti

obi¢no ne vrijede, nego postoji odredeno odstupanje koje se moze definirati kao:

e=Yg-Y 4.22.
Iz izraza 4.21.14.22. slijedi da je:

Ye=Y+eg 4.23.
ili

Ye=F(XB) +e 4.24.

Funkcija 4.24. se naziva regresijska funkcija.

Temeljni problem regresijske funkcije je pronalazenje vrijednosti parametara [,
B>,...,Bx koje ostvaruju minimalni g, tj. za koje vrijedi € — 0.

Ovaj problem je moguce rijesiti nelinearnim optimiranjem parametara tako da se odredi
kriterij kojim ¢e se mo¢i utvrditi kada je ostvarena minimalna greska . Taj kriterij se naziva
funkcijom cilja. Jedna od najjednostavnijih funkcija cilja je funkcija najmanjeg kvadratnog

odstupanja, koja glasi:

mind =Zn:(YEi -Y)’ 4.25.
i=1
ili
ming = 3[v, - £x,.B)f 4.26.
i=1
Postoji visSe metoda nelinearnog optimiranja parametara koje se mogu podijeliti u dvije
grupe’™:

1. Metode bez derivacija
a) Simpleksna metoda

b) Metoda direktnog pretrazivanja
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2. Metode s derivacijama
a) Gauss-Newton-ova metoda
b) Gradijentna metoda

¢) Marquardtova

4.2.1. Metoda Nelder-Meada’’

Parametri modela rasta pekarskog kvasca su optimirani nelinearnom regresijskom
analizom koriStenjem simpleks metode po Nelder-Meadu. Metoda Nelder-Meada pripada
grupi simpleksnih metoda koje ne zahtijevaju derivacije i Cija efikasnost raste s porastom
broja parametara koje treba procijeniti. Kod ove metode funkcija cilja je definirana izrazom
4.26.

Metoda se temelji na tome da se pomocu postoje¢ih tocaka simpleksa racuna slijedeca
totka simpleksa upotrebom pravilnih geometrijskih oblika’®. Tako je za izradunavanje dva
parametra simpleks istostrani¢ni trokut, dok je za Cetiri parametra pravilni tetraedar (slika

4.1)).

Slika 4.1. Pravilni simpleksi za dvoparametarske - a) 1 troparametarske funkcije — b)

Da bi se pronaSao minimalni zbroj kvadrata greske ¢, kao pokusne vrijednosti
parametara mogu se pretpostaviti tocke u parametarskom prostoru koje se nalaze na vrhovima
simpleksa. Suma kvadrata greske se procjenjuje za svaki vrh, a zatim se iz toc¢ke koja dostize
najvecu vrijednost funkcije cilja radi projekcija kroz teziste (tocka A, slika 5.1). Tocka 4 se
zatim briSe 1 formira se novi simpleks, koji se zove refleksijski simpleks, od preostalih starih
tocaka i1 nove tocke B, koja se nalazi na projiciranoj liniji na odredenoj udaljenosti od teZista.

U nastavku postupka uvijek se brise vrh koji ima najvecu vrijednost funkcije cilja.
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Uzimanjem u obzir pravila za smanjivanje veli¢ine simpleksa, te pravila koja sprjecavaju
kruzenje u blizini ekstrema omogucéava se iznalaZenje vrijednosti koje postizu minimalni
zbroj kvadrata greSke. U ovoj metodi je broj koraka fiksiran na smanjeni broj stupnjeva, ali

tako da omogucéava mijenjanje smjera trazenja rjesenja
4.3. RJESAVANJE DIFERENCIJALNIH JEDNADZBI MODELA

Diferencijalne jednadzbe modela (jednadzbe bilanca tvari) rjeSavane su numericki
Runge-Kutta IV algoritmom ili Episode algoritmom. Za simulacije je koriSten Episode
algoritam za krute sisteme diferencijalnih jednadzbi.

4.3.1. Metoda Runge-Kutta v

Ova metoda je jedna od numeri¢kih metoda za rjeSavanje diferencijalnih jednadzbi.

Postoje varijacije ove metode, ali se najceS¢e upotrebljava slijedeca: za diferencijalnu

jednadzbu:
y'=flxy) 427.
y('xn ) = yn 428
racunaju se koeficijenti po koracima slijede¢im redom:
kl = hf(‘xn ’yn) 429
h k
k,=hfl x +—,y +— 4.30.
2 f( n 2 yn 2 j
h k
ky :hf(xn Y +72j 4.31.
k, =hf(x, +h,y, +k3) 4.32.
1
Y1 =V +g(k1+2k2+2k3+k4) 433
h je veli¢ina koraka:
h=x,-x, 4.34.

Jedan od nacina dobivanja to¢nih rezultata ovom metodom je smanjivanje veliine koraka.
Nedostatak je Sto se time povecava vrijeme racunanja. Da bi se to izbjeglo uvodi se
prilagodljiva kontrola veli¢ine koraka, kojom se mijenja veli¢ina koraka u svrhu dobivanja
preciznijih rezultata za manje vrijeme racunanja. Manji koraci se upotrebljavaju za intervale

gdje su velike promjene vrijednosti, dok se ve¢i uzimaju za ravna podrucja.
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4.3.2 Episode algoritam®

Pomoc¢u Episode algoritma mogucée je rjeSavati sisteme krutih diferencijalnih
jednadzbi.

Krutost diferencijalnih jednadzbi se najéesce ocituje kod problema koji sadrze dvije ili
viSe zavisnih varijabli koje se razlikuju po nainu na koji ovise o nezavisnoj varijabli.
Primjeri krutih jednadzbi su kineti¢ki problemi koji se sastoje od jednog vrlo brzog 1 drugog
polaganog procesa. Vecina integratora, da bi izraCunala stabilno rjeSenje, veli¢inu koraka
limitira prema vremenskoj skali brzeg procesa. Ako je polaganiji proces tisucu puta sporiji od
brzog procesa, integrator ¢e morati uzeti tisu¢u puta vise koraka, nego Sto je potrebno za
polagan proces, ¢ime se vrijeme racunanja znacajno povecava.

Episode se upotrebljava za rjeSavanje pocetnih vrijednosti krutih i ne-krutih sistema.
Pomo¢u metoda sa promjenjivim koeficijentima (Adams-Moulton ili BDF metode),
Jakobijeva matrica se tretira kao cijelina. Jakobijeva matrica se upotrebljava unutar algoritma
za rjeSavanje sistema nelinearnih jednadzbi koje se pojavljuju kod ispravljanja iteracija za
svaki pojedini korak.

Episode algoritam ima nekoliko znacajki. Prvo, o promjeni veli¢ine koraka i
redoslijedu te promjene se odlucuje na kraju jednog uspjesnog koraka, a ta promjena i njen
redoslijed se u racunanje uvode tek na pocetku slijedeéeg koraka. Na taj nacin interpolacije
izmedu koraka upotrebljavaju vise to¢nih podataka. Drugo, Episode sprema i ponovo
upotrebljava Jakobijevu matricu, J, kao Sto se to radi pri Newtonovoj iteraciji, te na taj nacin

¢ini raCunanje uspjesnijim.
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5. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu je proveden uzgoj biomase pekarskog kvasca u kotlastom bioreaktoru u
cilju razvoja matematickog modela proizvodnje enzima alkohol dehidrogenaze.

U svrhu smanjivanja faze prilagodbe provedena su preliminarna mjerenja da se pronade
optimalna pocetna koncentracije glukoze u inokulumu.

Na temelju podataka dobivenih uzgojem biomase u kotlastom bioreaktoru pri pocetnoj
koncentraciji glukoze cgp = 30 g dm™ i mikroaerofilnim uvjetima, postavljen je nestrukturni
matemati¢ki model procesa. Parametri modela procijenjeni su simpleks metodom Nelder-
Mead-a pomocu programa napisanog u SCIENTIST-u komercijalnom software paketu.

Provedena je ocjena valjanosti modela tako da su rezultati simulacija uz pomoc¢
procijenjenih parametara usporedeni sa rezultatima pokusa. Model je validiran pri razliitim
pocetnim koncentracijama glukoze, te pri aerobnim uvjetima.

Svi pokusi su provodeni pri konstantnoj temperaturi 30 °C, uz regulaciju pH i broja
okretaja mijesala. pH je odrzavan na 5 dodatkom kiseline ili luzine. Koncentracija kisika je
odrzavana stalnom promjenom broja okretaja mijeSala i promjenom protoka zraka.

Tijekom provedbe eksperimenta pracena je koncentracija biomase, glukoze, etanola, te
volumna aktivnost enzima ADH.

Obzirom da se radi o bioloskom procesu svi su pokusi ponovljeni zbog lose ponovljivosti
rezultata, koja je karakteristicna za ove procese.

Na kraju je pomo¢u modela predvideno ponasanje bioprocesa pri razliitim koncentracijama
kisika (obzirom na proizvodnju enzima ADH) uz pretpostavku da parametri modela kojim je

opisana proizvodnja enzima ADH nelinearno ovise o koncentraciji kisika.
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5.1. OPTIMIRANJE UZGOJA INOKULUMA

Slika 5.1. Vremenska promjena koncentracije biomase pri razli¢itim pocetnim

koncentracijama glukoze

Uzgoj biomase u inokulumu proveden je u tikvicama pri temperaturi 30 °C i 160 min™
tresilice bez kontinuiranog dotoka kisika. Sastav podloge naveden je u poglavlju 3.1.2.3. U
ovim mjerenjima koncentracija etanola nije pracena.

Na slici 5.1. prikazan je utjecaj pocetne koncentracije glukoze na rast biomase u
vremenu, a u tablici 5.1. su dana iskoriStenja biomase na glukozi. Pri pocetnoj koncentraciji
glukoze c¢gp~ 5110 g dm™ iskoritenje je najveée, dok se pri visim po&etnim koncentracijama

glukoze ona smanjuju.

Tablica 5.1. Prikaz iskoriStenja biomase na glukozi pri razli¢itim pocetnim koncentracijama

glukoze prilikom uzgoja pekarskog kvasca na tresilici

co[gdm™] | Yys[gg']

~ 5 1,383
~ 10 1,383
~22 0,786

~35 0,573
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Naime, koncentracija kisika je u tikvicama ograni¢ena, pa se pri viS$im koncentracijama
glukoze, sva glukoza ne moze razgraditi aerobno. Dio glukoze se tada metabolizira
reduktivnim putem pri ¢emu nastaje etanol, §to se odrazava na nizim vrijednostima
iskoristenja biomase na glukozi. Zbog toga je kao optimalna pocetna koncentracija glukoze
odredena cgp~ 10 g dm™. Obzirom da je nakon 24-tog sata uzgoja inokuluma sva glukoza
potrosena, Sto se vidi na slici 5.2. u daljnjim pokusima inokulum je uzgajan 24 sata pri

poéetnoj koncentraciji glukoze cgp~ 10 g dm™.
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Slika 5.2. Vremenska promjena koncentracije glukoze pri razliitim pocetnim

koncentracijama glukoze

5.2. RAZVOJ MODELA

Za postavljanje matematickog modela napravljene su dvije serije mjerenja pri
koncentraciji glukoze od 30 g dm™ i pri mikroaerofilnim uvjetima, tj. koncentracija kisika je
odrZavana na 10-20 % koncentracije zasi¢enja. Limitirana dobava kisika odabrana je zbog
¢injenice da se enzim alkohol dehidrogenaza koristi pri oksidativno reduktivhom
metabolizmu, te je zbog toga pretpostavljeno da ¢e tada i njegova aktivnost biti najveca.
Pokus je ponovljen radi utvrdivanja ponovljivosti rezultata.

Sa slike 5.3. vidljivo je da se rast biomase moze podijeliti na dva podrucja; podrucje

eksponencijalnog rasta i podrucje linearnog rasta. U podrucju eksponencijalnog rasta biomasa
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raste na glukozi u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Do anaerobnih uvjeta dolazi samo kada je
disanje nedovoljno da metabolizira ukupnu potro$nju glukoze aerobno. U anaerobnim
uvjetima dolazi 1 do nastajanja etanola (slika 5.5.) a volumna aktivnost prati rast biomase
(slika 5.6.). U podrucju linearnog rasta biomase, biomasa aerobno raste na etanolu, $to je
vidljivo iz smanjenja koncentracije etanola iza 20-tog sata i koncentracije glukoze koja je
nakon 20-tog sata pala na nulu (slika 5.4.). Do aerobnog rasta na etanolu, dolazi kada je
brzina potros$nje kisika veca nego brzina potrosnje glukoze. Nakon pada koncentracije etanola
na nulu, koncentracija kisika naglo raste i rast broja stanica pekarskog kvasca se zaustavlja.
Volumna aktivnost nakon 20-tog sata lagano pada (slika 5.6.) zbog deaktivacije enzima.
Pokusi 1 i 2 pokazuju dobru ponovljivost, obzirom da se radi o bioloSkom procesu.
Male razlike u vrijednostima najvjerojatnije su uzrokovane pogreSkom nastalom

eksperimentalnim mjerenjima.

45

® pokus |
= pokus 2
srednja vrijednost pokusa 1 i 2
351 I jedna standardna devijacija
eksperimentalnih rezultata
model

40 -

30

cylg dm‘3]

Slika 5.3. Vremenska promjena koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgg = 30

g dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.4. Vremenska promjena koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cgp = 30

g dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.5. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgo =30 g

dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.6. Vremenska promjena volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgp =30 g

dm™) i rezultata simulacije pomoc¢u modela, te ocjena valjanosti modela

Na temelju ovih rezultata postavljen je model koji je prikazan u poglavlju 4. Parametri
modela su optimirani pomoc¢u SCIENTIST software paketa koji provodi nelinearnu
regresijsku analizu i metodu optimiranja simpleks metodom po Nelder-Meadu. Diferencijalne
jednadzbe modela rjeSavane su numericki Runge-Kutta IV algoritmom ili Episode
algoritmom. Optimirani parametri su prikazani u tablici 5.2. Dobiveni parametri upotrijebljeni
su za simulacije. Za simulacije je koriSten Episode algoritam za krute sisteme diferencijalnih
jednadzbi, koji je sastavni dio SCIENTIST paketa.

Rezultati usporedbe rezultata simulacije dobivenih pomoc¢u modela i pokusa prikazani
su na slikama 5.3 — 5.6. Obzirom da se podaci dobiveni modelom nalaze unutar gornjih i
donjih vrijednosti standardnih devijacija eksperimentalnih rezultata moze se zakljuciti da se

model dobro slaze sa rezultatima pokusa.

Tablica 5.2. Parametri dobiveni optimiranjem
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Parametar Procijenjene | + standardna
vrijednosti greska
reumax [h'] 0,212 0,045
rouax [h7'] 0,039 0,021
reoax [0 1,454 0,521
Kg [gdm”] 3,674 1,121
Ko [gdm™] 9,2:10” 1,510
K [g dm”] 1,200 1,154
Yym [gg'] 0,293 0,098
Yor [gg'] 2,838 1,241
Yeve [g 2] 0,049 0,031
Yos [gg ] 0,515 0,269
Yo [gg'] 1,521 0,347
Yo [gg] 1,251 1,123
a[Ug'] 0,400 0,987
h[Ug'h'] 0,006 0215

5.3. VALIDACIJA MODELA PRI RAZLICITIM POCETNIM KONCENTRACIJAMA
GLUKOZE

Kako je uoceno da volumna aktivnost prati rast biomase iz rezultata simulacije
pomoc¢u modela bilo je za ocekivati da ¢e pri nizim, odnosno viSim pocetnim koncentracijama
glukoze, nastati manje odnosno viSe biomase, a proporcionalno koncentraciji biomase 1 vise
enzima. Zbog toga je model validiran pri istim uvjetima dobave kisika, tj. pri mikroaerofilnim
uvjetima, ali pri razli¢itim pocetnim koncentracijama glukoze. Napravljeni su pokusi pri cgp =
5,10 i 50 g dm™. Za svaku pojedinu koncentraciju glukoze napravljeno je nekoliko serija
mjerenja zbog loSe ponovljivosti rezultata pri bioprocesima. Na slikama 5.7.-5.18. prikazana
je usporedba rezultata pokusa i simulacija pomoc¢u modela. Vidljivo je dobro slaganje izmedu
rezultata pokusa 1 simulacije pomoc¢u modela pri razliCitim pocetnim koncentracijama
glukoze. 1z toga proizlazi da model vrijedi pri mikroaerofilnim uvjetima pri razli¢itim

pocetnim koncentracijama glukoze u podruéju koncentracija glukoze 5 — 50 g dm™.
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5.3.1. Validacija modela pri pocetnoj koncentraciji glukoze cgo=5¢g dm™
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Slika 5.7. Vremenska promjena koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgp =5 g

dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.8. Vremenska promjena koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cqp =5 g

dm™) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.9. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgp =5 g

dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.10. Vremenska promjena volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgo =5 g

dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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5.3.2. Validacija modela pri pocetnoj koncentraciji glukoze cgo =10 g dm™
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Slika 5.11. Vremenska promjena koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgp =

10 g dm™) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.12. Vremenske promjene koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cgy =

10 g dm™) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.13. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgp = 10

g dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.14. Vremenska promjena volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgp =10 g

dm™) i rezultata simulacije pomoc¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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5.3.3. Validacija modela pri pocetnoj koncentraciji glukoze cgp =50 g dm™
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Slika 5.15. Vremenska promjene koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgp =

50 g dm™) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.16. Vremenska promjena koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cgy =

50 g dm™) rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.17. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgy = 50

g dm™) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.18. Vremenska promjena volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgp = 50 g

dm™) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela



5. Rezultati i rasprava 74

5.4. VALIDACIJA MODELA PRI AEROBNIM UVJETIMA

Da bi model bio validiran i pri aerobnim uvjetima napravljeni su pokusi pri
koncentraciji kisika vecoj od 40 % koncentracije zasi¢enja. Pokusi su provedeni pri dvije
pogetne koncentracije glukoze cgp = 10 g dm™ i ¢gp ~ 50 g dm™, te su za svaku koncentraciju

pokusi ponovljeni.

5.4.1. Validacija modela pri aerobnim uvjetima pri pocetnoj koncentraciji glukoze cgy =

10 g dm™
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Slika 5.19. Vremenska promjena koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgy =

10 g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.20. Vremenska promjena koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cgy =

10 g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.21. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgp = 10

g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.22. Vremenske promjene volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgp =10 g

dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela

5.4.2. Validacija modela pri aerobnim uvjetima pri po¢etnoj koncentraciji glukoze cgy =

50 g dm™
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Slika 5.23. Vremenska promjena koncentracije biomase. Usporedba rezultata pokusa (cgp =

50 g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.24. Vremenska promjena koncentracije glukoze. Usporedba rezultata pokusa (cgy =

50 g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomoéu modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.25. Vremenska promjena koncentracije etanola. Usporedba rezultata pokusa (cgp = 50

g dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela
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Slika 5.26. Vremenska promjena volumne aktivnosti. Usporedba rezultata pokusa (cgp =50 g

dm™, aerobni uvjeti) i rezultata simulacije pomo¢u modela, te ocjena valjanosti modela.

Pri aerobnim uvjetima dobivena je manja volumna aktivnost enzima ADH obzirom na

dobivenu koncentraciju biomase (slika 5.27.15.28.).
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Slika 5.27. Usporedba specifi¢ne aktivnosti enzima ADH pri mikroaerofilnim i aerobnim

uvjetima pri po&etnoj koncentraciji glukoze ¢y = 10 g dm™
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Tijekom rasta pekarskog kvasca na glukozi akumulira se etanol, odnosno enzim alkohol
dehidrogenaza reducira acetaldehid u etanol. Tijekom rasta kvasca na etanolu trosi se
nakupljeni etanol, a enzim alkohol dehidrogenaza oksidira etanol u acetaldehid. Rast kvasca
na etanolu i1 na glukozi odvija se razli¢itim brzinama, pa se moze pretpostaviti da stanica
kvasca mijenja afinitet enzima alkohol dehidrogenaze prema etanolu i acetaldehidu. Promjena
afiniteta enzima prema supstratu ocituje se u promjeni aktivnosti enzima, zbog ¢ega enzim
alkohol dehidrogenaza iz stanice kvasca koja je rasla na glukozi pokazuje drugaciju aktivnost,

nego onaj enzim iz stanice koja je rasla na etanolu.
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Slika 5.28. Usporedba specificne aktivnosti enzima ADH pri mikroaerofilnim i aerobnim

uvjetima pri pocetnoj koncentraciji glukoze cgp ~ 50 g dm™

Kada raste na glukozi, kvasac pokazuje dva metabolizma, oksidativni i oksidativno-
reduktivni. Oksidativni metabolizam prevladava onda kada stanica kvasca ima dovoljnu
koli¢inu kisika za oksidaciju piruvata kroz ciklus limunske kiseline™. Ako stanica nema
dovoljno kisika, dolazi do nakupljanja piruvata u stanici, zbog nemoguénosti njegove
oksidacije. Nakupljanje piruvata povezano je sa formiranjem reduktivnih ekvivalenata, kao
Sto je NADH, koji nastaju u kasnijem stadiju glikolize. Stanica kvasca, da bi se rijeSila
prevelike koli¢ine piruvata, reducira piruvat u etanol, a ujedno i oksidira NADH u NAD".

Oksidativni 1 oksidativno-reduktivni metabolizmi odvijaju se razli¢itim bioloskim

putovima, odnosno koriste se razli¢iti enzimi pri jednom i pri drugom metabolizmu. Enzim
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alkohol dehidrogenaza koristi se samo u oksidativno-reduktivnhom metabolizmu, a stanica
kvasca kada raste po ovom metabolizmu povecava njegovu proizvodnju. Ako pri rastu stanice
prevladava oksidativni metabolizam, stanica ne upotrebljava enzim alkohol dehidrogenazu, pa
stanica smanjuje njegovu proizvodnju. Oksidativni 1 oksidativno-reduktivni metabolizmi ne
mogu se odvijati zasebno, nego se oni odvijaju istovremeno, samo se mijenja njihova
medusobna zastupljenost. Zbog toga stanica kvasca ne deaktivira u potpunosti enzim alkohol
dehidrogenazu kvasca pri oksidativnom metabolizmu, nego ona samo smanjuje njegovu
proizvodnju.

Iz gore navedenoga moze se pretpostaviti da pri Sarznom rastu kvasca na glukozi, kao
izvoru energije, postoje tri razli¢ita enzima alkohol dehidrogenaze. Prvi je aktivan kada
kvasac raste na glukozi aerobno, drugi kada raste na glukozi anaerobno 1 tre¢i kada raste na
etanolu aerobno.

Rezultati pokusa provedenih pri aerobnim uvjetima prikazani su na slikama 5.19.-
5.26. Zbog dobivenih manjih vrijednosti volumnih aktivnosti, od onih koji je model
predvidao, parametri a i b koji su direktno vezani za volumnu aktivnost ponovno su
optimirani. Njihove vrijednosti su prikazane u tablici 5.3. 1 usporedene su sa vrijednostima
dobivenim pri aerobnim uvjetima. Vidljivo je da su parametri za aerobne uvjete otprilike
cetiri puta manji od onih za mikroaerofilne, $to je vidljivo i na slikama 5.27. 1 5.28. na kojima
je prikazana usporedba specificnih aktivnosti (jedn 3.4.). Usporedbom rezultata pokusa i
simulacija pomo¢u modela, uz prethodno optimirane parametre (slike 5.19.-5.21. 1 5.23.-
5.25.) mozZe se zakljuciti da ovaj model dobro opisuje nastajanje biomase, potroSnju glukoze
te promjenu koncentracije etanola tijekom pokusa pri razliitim uvjetima dobave kisika. Uz
upotrebu novih parametara dobiveno je dobro slaganje eksperimentalnih vrijednosti volumnih
aktivnosti pri aerobnim uvjetima s modelom (slike 5.22. i 5.26.) pri razli¢itim pocetnim

koncentracijama glukoze.

Tablica 5.3. Parametri vezani za volumnu aktivnost dobiveni optimiranjem pri

mikroaerofilnim uvjetima, te pri aerobnim uvjetima.

Vrijednosti Vrijednosti
Parametar optimirane za optimirane za
mikroaerofilne uvjete aerobne uvjete
a[Ug'] 0,400 0,099
b[Ug'h'] 0,006 0,0015
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5.5. PREDVIDANJE PROIZVODNJE ENZIMA ADH PRI RAZLICITIM
KONCENTRACIJAMA KISIKA

Prethodne usporedbe rezultata eksperimenata i simulacija pomo¢u modela pokazale su
da predlozeni model dobro opisuje proizvodnju enzima ADH u rastu¢im stanicama pekarskog
kvasca u rasponu po&etnih koncentracija glukoze 5 — 50 g dm™. Takoder je pokazano da se uz
procijenjene parametre mogu dobro opisati vremenske promjene koncentracije biomase,
glukoze i etanola pri razli¢itim odrZzavanim koncentracijama kisika u mediju. Parametri a 1 b
koji direktno opisuju proizvodnju enzima u stanici kvasca ovise o kisiku. Stoga se mogla
procijeniti aktivnost nastalog enzima i pri drugim koncentracijama kisika u mediju, ako se
pretpostavi empirijska nelinearna ovisnost (jedn. 5.1 i 5.2) tih parametara o kisiku (slika

5.29).

a=4,7-p0271 5.1.

b=0,06-pO,™ 5.2.
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Slika 5.29. Ovisnost parametara a i1 b o koncentraciji kisika u mediju
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Na temelju pretpostavljenih parametara a i b i prethodno procijenjenih parametra,
napravljene su simulacije vremenskih promjena volumnih aktivnosti enzima ADH pri
razli¢itim koncentracijama kisika u mediju za dvije pocetne koncentracije glukoze (slika 5.30.
1 5.31.). Vidljivo je da se najveca volumna aktivnost enzima dobiva pri najnizoj koncentraciji
kisika, te da opada porastom njegove koncentracije. Pri mikroaerofilnim uvjetima, odnosno
pri proizvodnji kvasca sa minimalnim dotokom zraka, dolazi do proizvodnje etanola u veéim
koncentracijama koji tada inhibira rast biomase. Obzirom da je proizvodnja enzima vezana uz
rast stanica, dolazi i do inhibicije njegove proizvodnje, te iz tog razloga simulacije pri nizim

koncentracijama kisika nisu napravljene.
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Slika 5.30. Simulacije vremenskih promjena volumne aktivnosti enzima ADH pomocu

modela pri razli¢itim koncentracijama kisika u mediju (cgo = 10 g dm™)

Na slici 5.32. prikazana je ovisnost specifi¢ne aktivnosti (jedn 3.4.) o koli¢ini kisika za
dvije pocetne koncentracije glukoze. Vidljivo je da se aktivnost enzima u stanici smanjuje sa
porastom koncentracije kisika, dok pocetna koncentracija glukoze nema znacajnijeg utjecaja

na promjenu aktivnosti alkohol dehidrogenaze u stanici kvasca.
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Slika 5.31. Simulacije vremenskih promjena volumne aktivnosti enzima ADH pomocu

modela pri razli¢itim koncentracijama kisika u mediju (cgp = 50 g dm™)
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Slika 5.32. Simulacije vremenskih promjena specifi¢ne aktivnosti enzima ADH pomocu

modela pri razli¢itim koncentracijama kisika u mediju za dvije po€etne koncentracije glukoze
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5.6. PREDVIPDANJE PROIZVODNJE ENZIMA ADH U RAZLICITIM
VOLUMENIMA REAKCIJSKE SMJESE

Da bi se predvidjela proizvodnja enzima ADH u razli¢itim volumenima reaktora, odnosno

razli¢itim volumenima reakcijske smjese jednadzba 4.5. se moZe napisati u obliku:

dA

E:a(ﬂox+/“RED+:“Et)Cx'V_be'V 3.3

gdje je V volumen reakcijske smjese. Potreban volumen bioreaktora se moze procijeniti po

jednadzbi:

Ver—V 5.4.

Obzirom da se iz eksperimentalnih rezultata i simulacija pomo¢u modela vidi da je
maksimalna proizvodnja enzima postignuta pri po&etnoj koncentraciji glukoze cgy = 50 g dm™
1 koncentraciji kisika u mediju pO; = 10 %, pri tim su uvjetima napravljene simulacijske

krivulje proizvodnje enzima u razli¢itim volumenima reakcijske smjese (slika 5.33.).

8et+6

6e+6

4e+6

A[U]

2e+6

Slika 5.33. Rezultati simulacije vremenskih promjena aktivnosti enzima ADH pomocu

modela u razligitim volumenima reakcijske smjese (cgo = 50 g dm™, pO, =10 %)
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Na temelju ovih rezultata moze se predvidjeti da je u reakcijskom volumenu od 300
dm’ §to odgovara volumenu bioreaktora od V' r = 400 dm’, moguée proizvesti oko 7 000 000
U (jedinica enzimske aktivnosti) alkohol dehidrogenaze. Ako se pretpostavi da je iskoristenje,
pri provedbi procesa izolacije enzima iz stanica kvasca 5 %, u bioreaktoru volumena 400 dm’
¢e se proizvesti oko 350 000 U enzima alkohol dehidrogenaze.
Na temelju postavljenog modela i ovih razmatranja moze se zakljuciti da se pomo¢u modela
mogu predvidjeti procesni uvjeti (koncentracija glukoze i kisika), te proizvodni kapacitet

prema raspolozivoj procesnoj opremi.
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6. ZAKLJUCAK

Radi smanjivanja faze prilagodbe prilikom provodenja eksperimenata optimiran je
uzgoj inokuluma odredivanjem optimalne po&etne koncentracije glukoze (cgo = 10 g dm™).
Pri mikroaerofilnim uvjetima kvasac raste u uvjetima limitiranosti kisikom, S§to
rezultira reduktivnim metabolizmom, odnosno proizvodnjom etanola koji inducira nastajanje
enzima ADH.
Volumna aktivnost enzima ADH ovisi o koli¢ini nastale biomase. Visoka volumna
aktivnost se postize pri visokim koncentracijama biomase.
Pri ve¢im pocetnim koncentracijama glukoze dobivena je veca volumna aktivnost
enzima ADH.
Statistickom ocjenom valjanosti modela pokazano je da postavljeni matematicki model
za uzgoj pekarskog kvasca u bioreaktoru pokazuje dobro slaganje s rezultatima pokusa.
Ocjenom valjanosti modela pri mikraerofilnim uvjetima, ali pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama glukoze pokazano je da matematicki model vrijedi u rasponu pocetnih
koncentracija glukoze cgp=5-50 g dm>.
Predlozeni model dobro opisuje nastajanje biomase, potrosnju glukoze te promjenu
koncentracije etanola tijekom pokusa i1 pri acrobnim uvjetima
Manja volumna aktivnost enzima ADH dobivena je pri aerobnim uvjetima.
Parametri a 1 b u predloZzenom modelu koji su direktno vezani za volumnu aktivnost,

ovisni su o raspolozivoj koli€ini kisika.
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8. Prilozi

8. PRILOZI

PRILOG 1.:
PRILOG 2.:
PRILOG 3.:
PRILOG 4.:
PRILOG 5.:

PRILOG 1.

Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze.
Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina.
Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije biomase.
Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije etanola.

Vremenske promjene koncentracije proteina.

2,8

c; = (4BS-0,039) /0,343

ABS [-]

clg dm'3]

Slika 8.1. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije glukoze
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Slika 8.2. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina

PRILOG 3.

0,5

c,=ABS/0,8195

0,4 4

0,3
o
A
Q
~
0,2
0,1 -
0,0 T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢, [gdm?]
¥ L8

Slika 8.3. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije biomase
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Slika 8.4. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije etanola

PRILOG 5.
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Slika 8.5. Vremenska promjena koncentracije proteina (cgp = 30 g dm™, mikroaerofilni uvjeti)
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Slika 8.6. Vremenska promjena koncentracije proteina (cp =5 g dm™, mikroaerofilni uvjeti)
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Slika 8.7. Vremenska promjena koncentracije proteina (¢ = 10 g dm™, mikroaerofilni uvjeti)
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Slika 8.8. Vremenska promjena koncentracije proteina (cgp =50 g dm™, mikroaerofilni uvjeti)
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Slika 8.9. Vremenska promjena koncentracije proteina (cgo = 10 g dm™, aerobni uvjeti)
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Simboli

SIMBOLI
a parametar modela proizvodnje enzima (jedn. 4.5) [U g']
A aktivnost [U cm™]

As specifi¢na aktivnost enzima ADH [U mg™']

Ay volumna aktivnost enzima ADH [U cm'3]

ABS  apsorbancija uzorka [-]

b parametar modela proizvodnje enzima (jedn 4.5) [U g h™']
cqia  koncentracija aldehida [g dm'3]

CEt koncentracija etanola [g dm™]

cG koncentracija glukoze [g dm™]

ccar,  koncentracija galaktoze [g dm? ]

c202  koncentracija vodikovog peroksida [g dm™]

cnapn  koncentracija koenzima NADH [g dm'3]

co koncentracija otopljenog kisika u reaktoru [g dm™]

cozss koncentracija zasi¢enja kisikom pri uvjetima uzgoja u reaktoru [g dm™]
cp koncentracija produkta [mol dm™]

cpror  Koncentracija proteina [g dm™ ]

cs koncentracija supstrata [mol dm™]
Cy koncentracija biomase [gdm™]

d promjer kivete [cm]

D, promjer bioreaktora [m]

E koncentracija enzima [U dm™]

Fr faktor razrjedenja otopine [-]

G protok zraka [m’h']

k koeficijent smjera bazdarnog pravca (jedn. 3.1 1 3.5)
k, kg konstante modela nastajanja enzima (tablica 2.6)

ki, k; konstante modela nastajanja enzima (tablica 2.6)
kpe  konstanta deaktivacije enzima [h'l]

Kg, konstanta zasi¢enja etanolom [g dm™ ]

K konstanta zasi¢enja glukozom [g dm™]

K  konstanta inhibicije produktom [mol dm™]

K  konstanta inhibicije supstratom [mol dm™]



Simboli

kia  ukupni volumni koeficijent prijenosa kisika [h™']
Ko  konstanta zasiéenja kisikom [g dm™]

Ks konstanta zasi¢enja supstratom [moldm™]

M koncentracija m-RNK [g dm™]

P snaga mijeSala [kW]

pO:, relativna koncentracija otopljenog kisika [%]
0 katabolicka represija [-]

R koncentracija represora [g dm™]

r brzina reakcije [mol dm™h™]

rpe brzina deaktivacije enzima [U dm™]

recox  specificna brzina oksidacije etanola [h'l]
repr  SpecifiCna brzina nastajanja etanola [h'l]

rewp  SpecifiCna brzina potroSnje etanola [h]

r specifi¢na brzina potrodnje glukoze [h™]
ro specifi¢na brzina potrosnje kisika [h™']
rp specifiéna brzina nastajanja produkta [h™']

T temperatura [°C]

t vrijeme [h]

1 vrijeme trajanja perioda indukcije [h]

- vrijeme potrebno da se enzim poc¢ne sintetizirati [h]
U koeficijent transporta supstrata u stanicu [h™']

V volumen reakcijske smjese [dm™]

Vi maksimalna brzina reakcije [mol dm>h™']

Vyiin ~ volumen plinske faze u reaktoru [m3]

V. ukupni dodani volumen reaktanta [cm’]
Vr volumen reaktora [dm’]
X koncentracija biomase [g dm™]

Y., 1skoriStenje na etanolu u reakciji njegovog nastanka iz glukoze [g 2]

Yom iskoristenje kisika na etanolu [g g"'];
Yo iskoristenje kisika na glukozi [g g'];

Y., iskoriStenje u procesu nastajanja biomase iz etanola [g g

Y2¥  iskoristenje u procesu nastajanja biomase iz glukoze u aerobnim uvjetima [g g



Simboli

Y P iskoriStenje puta pretvorbe glukoze u biomasu u uvjetima limitiranosti koncentracijom

kisika [g g']

Grcki simboli:

o, B konstante modela nastajanja produkata

A promjena

€300  molarni ekstincijski koeficijent pri valnoj duljini od 340 nm [cm*pumol ]
u specifi¢na brzina rasta biomase [h™]

e specifi¢na brzina rasta biomase uz etanol kao supstrat [ h ']

Wnae  maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase [h'l]

Hox  specifi¢na brzinu rasta biomase u aerobnim uvjetima [h™']

o . . .o . . .. .. -1
ugep  specificna brzina rasta biomase u uvjetima limitiranim koncentracijom kisika [h™]



Skracenice

SKRACENICE

ADH enzim alkohol dehidrogenaza

ADP adenin difosfat

Ala alanin

Arg arginin

Asn asparagin

Asp asparaginska kiselina
ATP adenin trifosfat

Cys cistein

DNK deoksiribonukleinska kiselina

ee enantiomerski suviSak
Glu glutaminska kiselina
Gly glicin

His histidin

Ile izoleucin

Leu leucin

Met metionin

mRNK transportna ribonukleinska kiselina

NAD" nikotin adenin dinukleotid

NADH reducirani oblik nikotin adenin dinukleotida
Phe fenilalanin

RNK ribonukleinska kiselina

Ser sein

Thr treonin
Trp triptofan
Tyr tirozin

YADH kvasceva alkohol dehidrogenaza
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