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BIOPROCES

Bioproces je svaki proces u kojemu nastaje bioloski
materijal 11 se pomocu tog materijala preraduju druge
tvari




BIOPROCES

a) Prokariotska b) Eukariotska stanica
stanica stanice gljiva, biljne1
bakterijska stanica zivotinjske stanica,
jednostavna (nema kompleksne grade, 1000
formiranujezgru), do 10 000 puta veca

mala 0.5-3mm



BIOPROCES

STANICNI METABOLIZAM

Set reakcija u stanici kojima stanica trosi hranu

(nutriente) koju nazivamo supstrat, za
reprodukciju (rast1razmnozavanje) prilikom
¢ega dolazi do stvaranja odredenih produkata
(primarniisekundarni metaboliti).




BIOPROCES

sprossende Tochterzella
Mutterzelle ?‘ E -\1: % SproBnarbe

Dijeljenje -razmnozavanje stanica na primjeru
pekarskog kvasca Saccharomyces cerevisiae
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BIOPROCES

STANICNI METABOLIZAM

Supstrat

Primarni metaboliti

Krajnji produkti metabolizma
Etanol
Aceton
Butanol
Mljjecna kiselina
2,3-Butandiol

Tvaribitne za rast
Aminokiseline
Vitamini
Nukleozidi

Sekundarni metaboliti

Produkti ¢ija uloga nije poznatau

metabolizmu
Antibiotici
Mikotoksini
Pigmenti




Prokarioti:Bakterije
Eukarioti: Gljive, Alge

BIOPROCES

»Mikroorganiza| |Biljnestanice Zivotin ske Tkiva
, stanice
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Fermentacija ey . .
Metaboliti¢ki produkti
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Imobilizira

Zive stanice

e
zive stanigg /

Biosinteza

\ 4

@) primarni
(etanol,mljeéna
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itd.)

b) sekundarni
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Produkt

steroidi, L- ili D-amino kiseline,
sorboza, dioli, aspartam, 6-
aminopenicilanska kiselina,




BIOPROCES

Fermentacija

 Anaerobniuzgoj biomase

Biomasa je sinonim za skup
mikrobioloskih stanica u nekom
volumenu

Biosinteza Biotransformacije

« Primarni metaboliti . Reakcije ujednom ili dva

stanice RN ..
stupnja koje kataliziraju

«Sekundarni metaboliti prociséeni enzimiili enzimi

stanice u cijelim stanicama nezivih

ili Zivih organizama.



BIOPROCES - Fermentacija

Biomasa
Saccharomyces cerevisie
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BIOPROCES - Biosinteza

Ruzmarinska kiselina — biljna stanica

| TvROSINE METABOLISM |
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BIOPROCES - Biotransformacija

[ GLUCOSE } 2-KDG 2,5-DKG
\ cap

[GLUCOSE }

CELL
METABOLISM

Erwinia citreus



BIOPROCES - Biotransformacija

Pseudogluconobacter saccharoketogenes

-
G. oxydans

1
1
|
'
' cHo
| G.melanogenus °
' P.putida G. melanogenus
| r----=HO P. putida |
[ OH ~°77°° T
[ [
Lo Ho .
' 1 1
[ CH,0H * '
b L-sorbozon !
® R *
CHOH CHOH CHOH COOH
HO HO G.melano genus o °
HO HO A.suboxydans HO HO
oH —» oH —> oM T TTTmmm-sd) > OH
HO HO HO HO
CHO CH,OH CH,OH CHOH
D-gluloza D-sorbitol L-sorboza 2-keto-L-gulonska
Lt \ kiselina
i : ' P.aerginosa
[ + G. melanogenus
i . YoM
il | N
el cHo @ COOH ! "
. 1
H : oH ) on P.aemginosa ! ! !
. | HO P. aeruginosa HO P. midenbergii ! : !
" OH > oH LT T V
(NN G. melanogenus P. fluorescens |
[} | HO HO N
1 |
CH,OH !
v : CH,0H H, ; '
: : | L-idoza L-idonska Ks. i
v [
I : Y
[N |
T A- i |
1 | COOH ' N
v ' o
' ' |A. suboxydans ! |
11 | o4 o OH B. ketosoreductum ! : |
il O o 4 "
v oH !
1 |
e o '
[ H
1 CH,OH ! |
[ Corynebacterium | 1
i i 5-keto-D- Brevibacterium | |
i 9'“"0'1.5‘@ Ks. Arthrobacter "
e | coo Micrococcus | i
: : : H Staphylococcus 1,
[ ' P. albosesanae o Bacillus i '
Il Emwinia 1 A. melanogenus HO Pseudononas | !
!! Gluconobacter bemmmm e > Citobacter o
oH oo ____ N
I e R P > 1
! Acetobacter cerinus o !
| Acetononas albosesamae @ CH,0H |
! 2 ,5-diketo-D- |
| glukonsla Ks. |
1
: i
..® '
1 1
L Rekombinantna Erwinia B

Putevi biosinteze vitamina C pomoc¢u mikroorganizama?
1. Reichstein-Gruessner-ov put

2.L-idozni put

3.L-sorbozonski put

4.5-keto-D-glukonski put

5.2,5-diketo-D-glukonski put

6. direktni put pomocu geneticki modificiranog
mikroorganizma



BIOPROCES

Major Forces Drivin

New Products
(Societal Pressures)
- Health
Glucometer, Analysis
TPA, Epogen
- Commodity
Soaps and Detergents
Whey
Biodegradable plastics

Environmental
(Regulatory & Legal
Pressures)
- “Green Chemistry”
- Energy
- Greenhouse Effect

Chemical Biotechnology

“Discovery” or Basic Research
(Technological Pressures)
Genetic Engineering
Site-directed Mutagenesis
- Combinatorial / Phage Display
- Combinatorial Chemistry and Biocatalysis
-PCR
- Fusion Proteins
- Synzymes [ Abzymes / Newzymes
- Metabolic Engineering

Profits/Cost Reduction
(Business Pressures)
- Bioseparations
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Bakterija Acetogenium kivui (Povecanje 5000 puta)




Protok supstrata kroz stanicu

Produkti

proizvodnja

odriavanj e

Nove stanice

eurdol ‘O‘H ‘0D



BIOPROCES

Toplina
Kemijski o
supstrat Kemijski
S produkt

P

N

Bioproces mozZemo prikazati ovom shemom.

Cini ga niz biokemijskih reakcija koje se
dogadaju u svakoj stanici. Stanice trebaju hranu
(supstrat) za rast 1 razmnozavanje, a pri tome
nastaju novi produkti koji su kemijski razli¢iti od

supstrata koji je u stanicu us$ao. Osim toga, u .
ovom procesu nastaje odredena koli¢ina topline. Nove stanice



KEMIJSKA REAKCIJA

Kod kemijske reakcije imamo stehiometrijske koeficijente koji nam
omogucuju proracun; kod bioprocesa definiramo iskoristenja (Y)

2CH, + O, —>2C2H4o

2" 4
eten epoksid

Kod kemijske reakcije nastajanja epoksida imamo iskoristenje mol nastalog
produkta po moluizreagiralog reaktanta

Yps=1molmol 1=1,57 kg kg

Kod bioprocesa je iskoriStenje na supstratu manje jer se dio trosi na rast,
odrzavanje1razmnoZzavanje, a tek dio na nastajanje epoksida.

18



BIOPROCES

H,C= CH,

HQ

0 NADH + HT

2

H,0 NADT

H,C—CH,—— product out
Nt

naD™

HSCoA \‘O Q
NADH + H™

HyC—C—SCoA
I

\Jik - HisCon
ST

Kod bioprocesa nemamo jednoznacnih
stehiometrijskih  koeficijenata, pa definiramo

iskoriStenja u pojedinim reakcijama.
U prikazanom bioprocesu nastaje
mikroorganizmu.

epoksid u

C,H,+0,+NADH+H" - C,H,0+H,0+NAD"

0,33C,H, + 0,330, + NAD" — 0,67CO, + NADH +H"

0,67H,0+0,33FAD" — 0,33H" + 0,33FADH

1,33C,H, +1,330, +0,33FAD " — C,H,0 +0,33H,0 +0,67CO,, + 0,33H" + 0,33FADH

Y, s=0,75molmol *1=1,18 kg kg

Iskoristenje na supstratu je manje od onog u kemijskoj

reakciji. Dio supstrata je stanica iskoristila za rast 1
razmnozavanje, pa stoga iskoristenje ne moze biti kao

?OOH H, 0 H,C—COOH
c=0 HOC—COOH
|
CH, H, C—COOH
i
COOH v
+ T +
NADH + H i 4 NADH + H
-‘\\\T NAD = co,
-— -+
NAD H, G~COOH
?OOH &H,
HCOH + 0=C—COOH
\ NADT S
?Hz HSCoA —a.| ~™NADH + HT
COOH €O,
%‘k\\Hzo HZ?—COOH
?OOH Hz?
ﬁH 0=C—S—CoA
HC
| FAD" HEP S
COOH
N /// H, €~COOH
H,C—COOH \\
FADH+H+"/// HaesA
Fig. 3.2 The epoxidation pathway.

u kemijskoj reakciji.



Mikrobioloska Kinetika

Stehiometrija:
Biomasa +Supstrat Vise biomase + Produkt
S YX/S.X+ YP/S oP
Iskoristenja
nastala biomasa
Y5 =

potrosen supstrat za nastanak biomase

nastali produkt

YP/S=

potrosen supstrat za nastanak produkta

Reakcijska stehiometrija prikazana iznad je temelj za definiranje razlic¢itih koeficijenata
iskoriStenja. Dakle, u bioprocesima sa mikroorganizmima ne mozemo govoriti o uobic¢ajeno;j
stehiometriji kao kod kemijske reakcije. Ne moZemo napisati stehiometrijske koeficijente uz
ovdje navedenu jednadzbu reakcije. Oni povezuju masu produkata 1 stanica koje su nastale po
jedinici supstrata. Poznavanje ovih koeficijenata omogucuje dizajn medija za rast
mikroorganizama koji ¢e osigurati sve potrebne nutrijente u uravnotezZenim koncentracijama



Mikrobioloska Kinetika

Stani¢no odrzavanje-maintenance

= masa supstrata potrosena na odrzavanje

masa stanica e vrijeme

Uobic¢ajena vrijednost:

g supstrata 1

m=0,5 _ =0,0—
gsuhestanicne masa e h h

Brzina potros$nje supstrata za odrzavanje:

Iy, =MeCy



Mikrobioloska kinetika

e Kinetika rasta mikroorganizama

e Mikroorganizam mora narasti — raste odredenom brzinom, pri tome trosi
supstrat — hranu, te stvara odredene produkte

e Kinetika potro$nje supstrata

e Mikroorganizam za svoj rast mora imati dostupan supstrat — hranu, te ga
tros$1 odredenom brzinom

e Kinetikanastajanja produkta

e Tijjekom rasta i1 razvoja, mikroorganizmi stvaraju odredene produkte
metabolizma; brzina njihovog nastanka se takoder moze mjeriti



Mikrobioloska kinetika

Kinetika rasta mikroorganizama (biomase):

- podsjeca na kinetiku prvoga reda, uz vaznu napomenu da p nijje konstanta,
ve¢ specifi¢na brzina rasta biomase (h?)

- brzina rasta biomase ovisi o koncentraciji biomase, te o specifi¢noj brzini
rasta biomase

N = H-Cy
Specifi¢na brzina rasta biomase - Monodova kinetika:

- specifi¢na brzina rasta biomase ovisi o maksimalnoj specifi¢noj brzini
rasta biomase, koncentraciji supstrata i konstanti zasi¢enja supstratom, K

- maksimalna specifi¢na brzina rasta biomase ovisi o vrsti mikroorganizma,
te o supstratu na kojem mikroorganizam raste

- konstanta zasi¢enja supstratom takoder ovisi o vrsti mikroorganizmaio

supstratu
L. - Co cx —koncentracija biomase, g L!
H = cs— koncentracija supstrata,gL!
K¢ +Cq K, -konstanta zasi¢enja supstratom, g L

1 - specifiéna brzina rasta biomase, h!
H,...— maksimalna specifi¢na brzina rasta
biomase, h! -



"1 max

h-l

U
O
N

brzina rasta biomase

o

0.3 1

0.2+

0.1+

0.0+

K

Mikrobioloska kinetika

Monodova kinetika:

Ovisnost specificne brzine rasta biomase o koncentraciji supstrata

/“lmax ’ CS

Ks+Cs

S

0]

2 4 6 8 10
.- -1
koncentracija supstratac_, g L

24



Mikrobioloska kinetika

Uvrstavamo Monodovu kinetiku-#
1zraz za brzinu rasta biomase

Kotlasti bioreaktor:

Brzina rasta biomase oo
/‘\ £ -Cq
X dt X X KS + Cg

vr§tavamo dobivenu
jednadzbu za brzinu rasta
biomase u bilancu za ketlasti
bioreaktor

Iz navedene jednadibe proizlazi da promjena koncentracije biomase u
kotlastom bioreaktoru ovisi o vrsti mikroorganizma, koncentraciji supstrata,
te o koncentraciji biomase.



MikrobioloSka Kkinetika

Kotlasti bioreaktor:

. o . edan dio supstrata se tro$1 na rast
Brzina POtI‘OéI)‘l]e upstrata biomase, a jedan na nastajanje produkta.
Brzina potros$nje supstrata ovisi o brzini

dCS — _r rasta biomase1tu je jos faktor iskoristenja
dt S koji govori koji dio supstrata se trosi na
nastajanje biomase, a koji na nastanak
dCS 1 dCx novih stanica. Ta] faktor govorl o tipu
= — : mikroorganizma 1 o nj egovo] moguénosti

dt YX P dt da iskoriste supstrat za svoj rast.

Brzina nastajanja prod

\"0"3 .

dc dC Byzina cedta nije

P _ proporcionalna brzini potro$nje supstrata vec

dt dt ovisi o brzini rasta biomase te o koncentraciji
biomase.

Kod nekih mikroorganizama ovisi samo o
brzini rasta biomase, a nekih koncentragyi
biomase, pa se dio navedenog izraza gubi
(individualno za svaki mikroorganizam).

]




Mikrobioloska Kinetika

Brzina potros$nje supstrata

e = 1 of 1 of f

S — X P 'sm
YX/S YP/S

deg 1 .dcx_ 1 .dcp_m.CX




Mikrobioloska kinetika

Growth Associated Product Formation

dt dt

The production of gluconicacid

Non- Growth Associated Product Formation

F = B eC, The production penicillin



Mikrobioloska kinetika

Inhibicija supstratom

H = Unax ® C2
Ke+Co +>-
ST T

Inhibicija produktom




Mikrobioloska kinetika

Kotlasti bioreaktor:

- Cs Kad pogledamo jednadibu 1
A= Himax | sumulacije na slici 1spod, vidi
+C, ] slic1 1spod, vidimo
S .o .
Parametar Vrijed. | da koncentracija biomase za
Cy, [gL1] 01 dc, — _ razlicite koncentracije supstrata
g [ 1 w ™K +c razli¢ita. Ovisi o iskoristenju
K, [gL] 1 g supstrata za rast biomase.
C C
- S — - - —S -
Yo -] 0,48 _ YG 'leax CX
- dt K, +cCq
. :
x 19 ] Utjecaj koncentracije supstrata
t C,, =5 c,=10 fc,=15 Jc,=25
[h] g L*] § [gL?] J[ogL?™] flgLT?] - I C_=25g/L
|, sof
0 0,100 0,100 0,100 0,100 >
1 0,229 0,297 0,307 0,317 L 40F
2 0,527 0,883 0,756 0,797 ,§ C_=15g/L)
3 1,200 1,521 4,543 2,006 © 30r
4 2,688 4,463 10,986 | 5,037 C_=10g/L
20}
5 5,712 125511 | 2507 | 12,59 <
6 9,739 | 18944 | 31,350 | 30,957 s ol C. =50
fras)
7 10,511 19,806 31,350 52,183 §
8 10,516 | 19,806 | 31,350 | 52,183 é o . . | . | .
9 10516 | 19,806 | 31,350 | 52,183 0.0 25 50 75 100
10 10,516 | 19,806 | 31,350 | 52,183 vrijeme t/h




Kotlasti bioreaktor:

Mikrobioloska Kinetika

CS
/’l = ’leax . K
S + CS
dc C,
Parametar Vrijed. d = M ax K C
cy, [gL1] 0,1 t S + CS
Cso [g L] 10 dc C
S — VY . 2 C
K [gL?] 1 G H max
dt K. +cC
Y(; ['] 0,48 S S
Pioa = 00100 | f40 =0029 0 | 1, =0,327h | 4t = 1,000 0 Utjecaj maksimalne specifi¢ne
t CBiomasse t CBiomasse t CBiomasse t CBiomass erine raSta biomase na Vrijeme
[h] J[gL?] [h] J[gL?] [h] J[gL?] [h] |. . s . . )
[gLt trajanja uzgoja u bioreaktoru ¢e
] biti prikazano na nekoliko
0 0,100 0 0,100 0 0,100 0 0,100 Slijedeéih Simulacija.
100 0,248 30 0,220 3 0,243 1 0,297
200 0,615 60 0,485 6 0,594 2 0,883
300 1,521 90 1,069 9 1,444 3 1,521
400 3,735 120 2,344 12 3,490 4 4,463
500 8,976 150 5,098 15 8,275 5 12,511
600 18,946 180 10,801 18 17,799 6 18,944
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Mikrobioloska kinetika
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