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rijali, cementi s malom koncentracijom defekata, betoni
ojaCani staklenim vlaknima.

Znanstveno zanimanje koje prati razvoj tih materijala, a
oCituje se u znanstvenim radovima objavljenim u 1980-im
godinama, u prvom redu se odnosilo na povrSinske pojave i
granice faza, tanke filmove, fiziku submikronskih struktura,
vodljivost amorfnih materijala i supravodljivost, fraktalne
oblike materijala, deformacije keramika, ponaSanje materi-
jala u jednoj i dvije dimenzije, epitaksiju i heteroepitaksiju,
interakcije Zivog tkiva i implantiranog materijala, optoelektro-
nitke pojave, te prognoziranje svojstava na osnovi faznih
dijagrama. Stoga se pretpostavlja da ¢e u skoroj buduénosti
biti posebno zanimljivi materijali vrlo specijaliziranih funkcija,
poboljSani masovni materijali, dizajn svojstava materijala
kontrolom mikrostrukture i mikrokemije, neravnotezni mate-
rijali i tzv. dvodimenzijski materijali.
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TEHNOLOGIJA, MIKROBNA (BIOTEHNO-

LOGIJA), znanstvena djelatnost koja se bavi industrijskom
primjenom mikroorganizama, dakle vrlo sitnih organizama u
koje se ubrajaju virusi, bakterije, alge, mikrofungi i protozoe.
Njih proucava mikrobiologija, koja se, s obzirom na specificne
srodne skupine mikroorganizama i njihovo djelovanje u
prirodi, razvila u viSe smjerova. U posljednjih 120 godina,
otkada je L. Pasteur postavio mikrobiologiju na znanstvene
osnove, brzo su se razvile medicinska, tehnoloSka i zemljisSna
mikrobiologija jer su prirodne znanosti omogucile proucava-
nje mikroorganizama specificnim tehnikama.

Mikrobna tehnologija postala je vrlo vazna za razvoj
moderne biotehnologije koja obuhvaéa postupke tehnicke
primjene mikroorganizama, biljnih i Zivotinjskih stanica i
njihovih sastavnih dijelova. Osnovicu biotehnologije Cini
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integriranje biokemijskih i bioloskih procesa i operacija za
industrijsku primjenu Zivih stanica, osobito mikroorganizama.
Specificne mikrobioloSke, kemijske, biokemijske i inZenjerske
spoznaje ujedinjene su u biokemijskom inZenjerstvu koje
bioloSke fenomene prenosi u industrijsko mjerilo (si. 1).
Metodama genetickog inZenjerstva prenose se informacijske
molekule iz razliitih stanica viSih organizama u pogodne
mikroorganizme, pa tako transformirani mikroorganizmi omo-
gucuju industrijsku proizvodnju humanih proteina, hormona
i drugih bioloSki aktivnih spojeva.

Primjena automatiziranih bioreaktora novih konstrukcija
omogucuje masovni uzgoj mikroorganizama. U tim se reakto-
rima osjetljive biokemijske reakcije vode tako da se nakup-
ljaju razliciti stani¢ni metaboliti, koji se ne mogu uspjesno i
ekonomicno proizvesti kemijskom sintezom (antibiotici, vita-
mini, neki proteini, hormoni i enzimi).

Mikroorganizmi se primjenjuju u proizvodnji lijekova,
specificnih kemikalija, ali i kemikalija za Siroku potrosnju.
Zbog nestaSice nafte kemijska se industrija okrece prema
onim sirovinama koje biljke fotosintezom obnavljaju svake
godine. Te obnovljive biljne sirovine, kao $to su celuloza,
Skrob i Seceri, mikroorganizmi mogu konvertirati u mnostvo
razlic¢itih kemijskih spojeva. Proizvodnja etanola, koji se kao
gorivo dodaje benzinu (gasohol), primjer je vaznosti mikrobne
proizvodnje u rjeSavanju nestaSice goriva. Biokonverzija
poljoprivrednih otpadaka fermentacijom u metan moze ubla-
Ziti sve vecCu nestaSicu energije na seoskim gospodarstvima.
Proteini za ishranu mogu se proizvesti biosintezom s pomocu
mikroorganizama iz razli€itih sirovina u velikim bioreaktorima
kontinuiranim mikrobnim procesima.

Metode biokemijskog inZenjerstva i mikrobne tehnologije
primjenjuju se u pro€is¢ivanju komunalnih i otpadnih indu-
strijskih voda, jer mikroorganizmi mogu vrlo djelotvorno
oksidirati mnoStvo nepozeljnih otpadnih tvari.

Nove tehnike u genetickom i biokemijskom inZenjerstvu
omogucdile su razvoj niza novih procesa koji se prije iz
tehni€kih razloga nisu mogli ostvariti.

U dugom razvojnom putu tehnolodka je primjena mikroorganizama prosla
viSe bitnih razdoblja da bi danas nova biotehnologija postala jednim od vaznih
razvojnih smjerova suvremene industrije (tabl. 1).

Covjek je bio svjestan fermentacija mnogo prije no $to im je mogao utvrditi
uzrok. Pecinski je Covjek otkrio da je meso koje je stajalo nekoliko dana bilo
mnogo ukusnije od svjezeg mesa. Znao je, takoder, da se opojna pi¢a mogu
dobiti od voca i zita.

Proces zrenja mesa i proizvodnja alkoholnih pi¢a bile su prve primjene
fermentacije koje su ljudi upoznali.
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SI. 1. Odnosi biokemijskog inZenjerstva i osnovnih znanosti, inZenjerskih disciplina te skupina osnovnih biolo3kih procesa i proizvoda
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Tablica 1

RAZDOBLJA | PROIZVODI TEHNOLOSKE PRIMJENE
MIKROORGANIZAMA

Prije Pasteura (do 1865)

Fermentirana pica, kiselo mlijeko, fermentirana hrana, kvasac

Poslije Pasteura (1865-1940)

Organska otapala
Organske Kkiseline
Obradba otpadnih voda
Razdoblje antibiotika (1940-1960)
Penicilin
Antibiotici Sirokog spektra
Kulture animalnih stanica; virusne vakcine

Razdoblje poslije antibiotika (1960-1974)
Aminokiseline
Mikrobni proteini
Industrijska primjena enzima
Imobilizirani enzimi i mikrobne stanice
Metan iz otpadnih tvari
Etanol kao gorivo (gasohol)

Razdoblje nove biotehnologije (od 1974)
Geneticko inZenjerstvo (1974)
Tehnologija hibridoma i monoklonska antitijela (1975)
Monoklonski dijagnosticki testovi (1980)
Humani inzulin (1982)

Interferoni (1983)

Interleukini

Nekrozni faktor raka

Faktori rasta za pojedina tkiva
Plazminogeni aktivator tkiva (t-PA)

Pripremanje kruha poznato je skoro isto toliko dugo koliko i poljoprivreda,
a zasniva se na fermentaciji uzrokovanoj kvascem. Hljebovi kruha nadeni su
u egipatskim piramidama gradenim prije $est tisu¢a godina. Fermentiranje voca,
osobito grozda, poznato je od davnine i svi su primitivni narodi imali neka
iskustva u pripremanju pi¢a alkoholnim vrenjem. Pivo je ne$to manje drevno
od vina jer ga je teZe proizvesti. Mezopotamijski zapisi oko <—500. god. govore
da je pivarstvo kao profesija bilo poznato jo§ 1500 godina prije. Egipatski
podaci iz doba 1V. dinastije, oko <—2500. godine, opisuju proizvodnju slada
od jetma i fermentaciju piva. Kui, kinesko pivo od rize, pripremao se jo§ oko
<—2300. god. Kolumbo je u Americi otkrio da Indijanci piju pivo od kukuruza.
Prije viSe od 3000 godina Kinezi su upotrebljavali pljesnive pogace od soje za
lije¢enje koznih infekcija, a Indijanci su Srednje Amerike upotrebljavali gljive
za lije¢enje gnojnih rana.

Tijekom srednjeg vijeka ljudi su nau€ili kako da poboljsaju okus vina,
kruha, piva i sira, ali i poslije viSe tisu¢a godina iskustva nisu bili svjesni da u
procesu fermentacije djeluju Zivi organizmi.

Nizozemac A. van Leeuwenhoek (1632-1723), koji se bavio brusenjem
le¢a i konstrukcijom mikroskopa, otkrio je svojim jednostavnim mikroskopom
mikroorganizme u vodi, gnoju i hrani, dobro ih nacrtao i opisao. Svoja je
opazanja Leeuwenhoek redovito objavljivao u pismima Kraljevskom drustvu
u Londonu od 1674. do 1684. godine, a mikroorganizme je nazvao vrlo sitnim
zivotinjicama.

Francuski ucenjak J. Thénard objavio je 1803. da su kvasci §to ih
primjenjuju vinari Zivi i da su ba$ oni uzro€nici vrenja i nastajanja alkohola.
Te su Thénardove nalaze odbacile pristalice tada uobitajene kemijske teorije
po kojoj se vrenje smatralo kemijskim procesom raspada Se¢era bez sudjelova-
nja zivih organizama. Tek je kemicar L. Pasteur (1822-1895) dokazao da su
Thénard i drugi istrazivaci bili u pravu. Pasteur je 1857. potvrdio da su kvasci
uzrocnici alkoholnog vrenja, a da mnoge zarazne bolesti uzrokuju mikroorga-
nizmi. To je otkrice bilo prekretnica u medicini, ali i pofetak mikrobiologije
kao znanstvene discipline. Pasteur je paZljivo prouc¢avao djelovanje mikroorga-
nizama kao uzro€nika proizvodnih vrenja i zaraznih bolesti, a 1861. konacno
je opovrgao teoriju spontane generacije mikroorganizama. Vrlo dobro smislje-
nim pokusima dokazao je porijeklo mikrobnih kontaminacija i moguénost
njihova spreavanja. Pokazao je da jednostavni ¢ep od vate mozZe sprijeciti
ulaz mikroorganizama u posude sa sterilnim hranjivim tekué¢inama i saCuvati
ih od kvarenja.

Pasteur je kao uspjeSan kemicar eksperimentator unio u bioloska
istraZivanja preciznost te omogucio znanstveni pristup mikrobiologiji. U svojim
daljim istrazivanjima dokazao je da dobivanje pojedinih proizvoda vrenja
(etanol i drugi alkoholi, octena, mlije€na i druge karboksilne kiseline) ovisi o
djelovanju specificnin mikroorganizama, a da se vino i pivo kvare zbog
kontaminacije nepozeljnim mikroorganizmima.

Mikroorganizmi su mnogo poznatiji kao uzro¢nici mnogih zaraznih bolesti
nego kao proizvodni mikroorganizmi u korisnim fermentacijskim procesima.
Zato je medicinska mikrobiologija, koja se bavi patogenim mikroorganizmima,
vrlo razvijena. L. Pasteur i R. Koch (1843-1910), kao osnivafi moderne
mikrobiologije, dali su bitan doprinos razvoju medicinske mikrobiologije.
Premda su I. Semmelweiss i J. Lister ve¢ ranije tvrdili da su mikroorganizmi
uzro€nici zaraznih bolesti te uveli asepsu u bolnice, tek je R. Koch 1876.
eksperimentalno potvrdio da bedrenicu (antraks) u Zivotinja i ljudi uzrokuje
bakterija Bacillus anthracis. lzolacijom u €istoj kulturi bakterija od zaraZenih
bolesnika Koch je uspio nepobitno dokazati da je Mycobacterium tuberculosis
uzrocnik tuberkuloze. Pasteur je dokazao da se patogeni mikroorganizmi unijeti
u zemlju odrZe Zivi samo nekoliko sati, pa je zaklju€io da neki mikrobi u
zemljistu ubijaju druge mikrobe. Njegovo je takoder otkriCe da je rast
uzro¢nika bedrenice u tkivu goveda inhibirdn ako su prisutni neki aerobni
mikrobi, pa se ve¢ tada nadao da ¢e ljudske bolesti jednom biti lijecene
primjenom borbe jedne vrste mikroba protiv drugih. Pripremom cjepiva protiv
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bedrenice i protiv bjesnoce Pasteur je mnogo pridonio razvoju imunologije u
suzbijanju zaraznih bolesti.

Da bi izbjegli rizik lijeCenja jedne bolesti s pomocu druge, lije€nici su
nastojali da iz nepatogenog mikroorganizma izdvoje kemijsku tvar koja bi bila
sposobna da inhibira ili razori patogene mikroorganizme. R. Emmerich i O.
Loew izdvojili su 1901. godine pijocijanazu iz bakterije Pseudomonas aerugino-
sa. Nekoliko stotina bolesnika bilo je sasvim uspje$no lijeCeno tim prvim
antibiotikom pijocijanazom. Medutim, pijocijanaza je ubrzo napusStena zbog
nepouzdanosti, jer tada jo$ nije postojao proizvodni postupak koji bi garantirao
uvijek jednaku aktivnost antibiotika.

Nove mikrobioloske tehnike omogucile su razvoj mikrobiologije u razlicitim
smjerovima. S. N. Winogradsky i N. Beijerinck su u razdoblju od 1888. do
1900. specificnim metodama otkrili znaenje razliCitih mikroorganizama za
plodnost zemljista. Ti su istrazZivaci osnivaci eksperimentalne ekologije mikroor-
ganizama. Pasteurovi sljedbenici s osobitim su uspjehom u industriju uveli
kontroliranu proizvodnju s pomoéu mikroorganizama. Ch. Hansen je 1882.
prvi uveo Ciste kulture kvasca u pivarstvo i time omogucio dobru kontrolu
industrijskih fermentacija. Potkraj XIX. i pofetkom XX. st. razvijena je
submerzna (dubinska) proizvodnja u aeriranim fermentorima i velika industrij-
ska proizvodnja etanola. Za vrijeme prvoga svjetskog rata, H. Weizmann je s
pomocu anaerobne bakterije Clostridium acetobutylicum od kukuruzne komine
proizveo aceton, koji je tada bio bitan za proizvodnju eksploziva kordita.
Tvrtka Pfizer je 1923. otvorila prvu tvornicu u svijetu za fermentaciju limunske
kiseline s pomocu plijesni Aspergillus niger koja obi¢ni Se¢er prevodi u limunsku
kiselinu. Ostale industrijske kemikalije (otapala, karboksilne kiseline) koje se
dobivaju fermentacijom otkrivene su postupno, a pripadni se proizvodni procesi
obilno primjenjuju u industriji.

Sve do 1928. prakti¢no nije bilo napretka na polju antibiotika. Te je godine
A. Fleming, proucavajuc¢i bakterije Staphylococcus aureus, koje uzrokuju
gnojne upale, opazio neobi¢nu pojavu. Naime, jednog su dana neke kulture
na Petrijevim zdjelicama bile kontaminirane zelenoplavom nplijesni, ali se u
blizini izraslih kolonija plijesni vidjela prozirna svijetla zona bez stafilokoka.
Fleming je tada poceo uzgajati tu plijesan iz roda Penicillium i pronasao da
filtrat kulture djeluje baktericidno i bakteriostatski na mnoge grampozitivne
bakterije, ali nije toksi¢an za ljude. Aktivnu tvar u filtratu kulture nazvao je
penicilinom. Flemingovu otkri¢u bilo je poklonjeno malo paznje, bar s obzirom
na njegovu primjenu, sve dok skupina istraZivata s Oxfordskog sveucilista pred
pocetak drugoga svjetskog rata nije uspjela izolirati tu vrlo aktivnu antibakte-
rijsku tvar, penicilin. Ti su istrazivaci, kojima su se na ¢elu nalazili H. Florey
i E. Chain, uzeli ponovno Penicillium notatum, plijesan safuvanu iz vremena
Flemingova otkri¢a, u svoj program istrazivanja. Nakon viSegodi$njeg rada,
27. 1. 1941. prvi put je dan penicilin ¢ovjeku, i to s iznenadujuéim uspjehom.
Prvi su Kklini¢ki rezultati nagovjestavali dolazak nove ere u kemoterapiji, a zbog
ratnih prilika u Engleskoj proizvodnja je penicilina nastavljena u SAD.
Ameritka farmaceutska poduzeéa uz pomo¢ vladinih istrazivackih laboratorija
ve¢ su 1944. znatno usavrsila postupak i ostvarila veliku industrijsku proizvodnju
penicilina, a uskoro i niza novih, jo§ aktivnijih antibiotika. Uspjesno uvodenje
proizvodnje antibiotika omogucilo je i donijelo najvece tehnoloske promjene
u industrijskoj primjeni mikroorganizama. Submerzna kultivacija plijesni, vrlo
strogi uvjeti asepti¢ne proizvodnje u svim fazama proizvodnje i uvodenje
genetickih metoda, da bi se povecala sposobnost mikroorganizama za $to vece
prinose metabolita, primjeri su tih novih prodora koji su omogudili razvoj
moderne biotehnologije.

Genetika koja se razvila poetkom XX. st. proucavajuci nasljedna svojstva
Zivotinja i biljaka tek se od 1941. vise bavi mikroorganizmima. G. W. Beadle
i E. L. Tatum su tada uspjeli izolirati niz biokemijskih mutanata gljive
Neurospora crassa. To je omogucilo analizu putova metabolizma i izvanredno
pogodan pristup proucavanju funkcije gena. Uskoro su S. E. Luria i M.
Delbruck izolirali bakterijske mutante i omogucili primjenu mirkoorganizama
u proucavanju gena i osnovnih kemijskih mehanizama u bioloskim procesima.
Povezivanjem mikrobiologije, genetike i biokemije razvila se u posljednjih 50
godina molekulna biologija, koja je omogudila razvoj genetickog inZenjerstva
i primjenu novih tehnika u manipuliranju mikroorganizmima. Golemo prosire-
nje industrijske primjene mikroorganizama posljedica je ba$ tih novih otkri¢a
i svladavanja barijera medu vrstama razlicitih Zivih organizama; to je otvorilo
nova podrucja u biotehnologiji. Ti su prodori realizirani potpuno novim
biolodkim i kemijskim metodama. Fuzija stani¢nih protoplasta nakon $to se
enzimima ukloni stani¢na stijenka, a osobito tehnike rekombinacije DNA
(dezoksiribonukleinska kiselina) dopustaju transfer dijelova DNA iz jedne vrste
organizama u drugu specificnim vektorima (S. Cohen i H. W. Boyer, 1973).
Donedavno se proizvodni mikroorganizam izdvajao iz prirodnih stanista
selekcijom, a kasnije umjetno mijenjao indukcijom mutacija (nasljednih
promjena), dok se danas tehnikama rekombinantne DNA (rDNA) mogu
genetske informacije iz ljudskih stanica unositi u bakterijske ili fungalne stanice
te proizvoditi vrlo razliiti kemijski spojevi, npr. specifi¢ni proteini, tehnikama
mikrobne tehnologije. Ti specifi¢ni, vrlo aktivni proteini i peptidi nisu se do
sada mogli proizvoditi u veéem opsegu, pa su ovi novi prodori osigurali
biotehnologiji i mikrobiologiji vazno mjesto u modernom tehnoloskom razvoju.

MIKROORGANIZMI

Mikroorganizmi (mikrobi) jednostavni su organizmi mikro-
skopskih dimenzija. Za mikroorganizme je karakteristiCno da
se brzo razmnozavaju, vrlo su proSireni u prirodnom okoliSu,
a u biosferi omogucuju kruzenje tvari. Dimenzije bakterija i
funga izrazavaju se u mikrometrima (10_6m), a virusa u
nanometrima (10_9m). Medutim, naziv mikroorganizmi ne
definira dobro tu skupinu organizama jer je zasnovan samo
na njihovim dimenzijama. Mikrofungi se, npr., ubrajaju u
mikroorganizme, ali su mnoge alge i fungi makroskopski
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organizmi. Nema, dakle, strogih granica koje odvajaju
mikrobiologiju od botanike i zoologije, ali postoje znatne
razlike u metodologiji istrazivanja mikroorganizama, pa je
specificna metodika promatranja i kultiviranja mikroorgani-
zama izdvojila mikrobiologiju u samostalnu znanstvenu disci-
plinu koja proucava morfologiju, strukturu, genetiku, organi-
zaciju i fiziologiju mikroorganizama.

Omjer povrSine mikroorganizama prema obujmu vrlo je
velik, pa im to omogucuje vrlo brzu razmjenu tvari. Vrlo
aktivan metabolizam mikroorganizama uzrok je vrlo brze
sinteze proteina, oko 1000 puta brZe nego u biljaka i Zivotinja.
Veliku aktivnost mikroorganizama pokazuje brzina njihova
rasta i reprodukcije, koja za neke bakterije moze iznositi i
manje od 10 minuta.

Mikroorganizmi se pojavljuju u velikom mnoStvu u prirodi
na svim onim mjestima na kojima nalaze hranu i vodu. Uz
povoljnu temperaturu razmnoZavaju se velikom brzinom u
mnostvo odvojenih ili povezanih jedinki, biomasu, koja se
moZe opaziti golim okom kao zamucenje ili talog u tekuéina-
ma, odnosno kao niti ili razliito obojene prevlake na Cvrstim
podlogama. Vecina mikroorganizama raste u jednakim uvje-
tima kao i Covjek, pa se u prirodnoj sredini nalazi mnoStvo
mikroorganizama u zraku, vodi, zemlji, hrani, na povrSini
biljaka, Zivotinja i ljudi. Mikroorganizmi se obi¢no ne nalaze
unutar zdravih i neoSteéenih stanica biljnih i Zivotinjskih
tkiva, npr. u plodovima, sjemenkama, krvi, miSi¢ima i
pojedinim organima, ali ih ima na sluzokoZzama. Neke
bakterije, rikecije, svi virusi i plazmidi Zive parazitski u
mikrobnim, biljnim ili Zivotinjskim stanicama.

S obzirom na neZiva ili Ziva staniSta mikroorganizmi se
svrstavaju u saprofite i parazite. Saprofiti rastu na anorgan-

skim i organskim tvarima uzimaju¢i potrebnu hranu iz
uginulih biljaka i Zivotinja te razliCitih otpadaka. Paraziti
uzimaju hranu sa Zivih organizama ili iz njih. Mnostvo

parazitnih mikroorganizama ¢ini uobi€ajenu mikrofloru Zivih
organizama ne oStecujuéi svoje domacine. Manji broj vrsta
parazita (patogeni mikroorganizmi) oSte¢uju svog domacina
uzrokujuéi bolesti, a ponekad i smrt.

Saprofiti su mnogobrojniji od parazita i ¢ine izvanredno
vaznu kariku u bioloskim ciklusima Zemljine biosfere. Neki
od njih, neke bakterije, kvasci i plijesni, vazni su za industriju.

Svi su se mikroorganizmi, osim protozoa, ranije smatrali
najjednostavnijim pripadnicima biljnog carstva, tj. najniZzim
biljkama. Medutim, mnogi mikroorganizmi imaju svojstva
zajednitka i biljkama i Zivotinjama. Ve je 1866. njemacki
biolog E. Haeckel izdvojio sve mikroorganizme gradene od
stanica u veliku skupinu protista, koja obuhvaéa bakterije,
mikrofunge, alge i protozoe. Protisti su gradeni jednostavnije
od viSestani¢nih biljnih i Zivotinjskih organizama koji su se
razvili od protista evolucijom u dalekoj proSlosti. Za razliku
od protista, acelularne i supcelularne strukture mogu se
reproducirati samo u drugim stanicama. To su virusi, rikecije
i plazmidi.

Klasifikacija mikroorganizama. Klasifikcija nije vaZna
samo za poznavanje srodnosti i evolucije mikroorganizama,
nego i za patentnu zaStitu proizvodnih procesa. Pri opisu
biotehnoloSkih procesa moraju se, osim tehnologije, detaljno
opisati i morfoloSka, geneticka, fizioloSka i biokemijska
svojstva proizvodnog mikroorganizma. ldentifikacija omogu-
¢uje smjeStanje nepoznatog mikroorganizma u odredenu,
medunarodno prihvaéenu klasifikaciju, od carstva, kola,
razreda, redova, porodica i rodova do vrste. Ime pojedine
mikrobne vrste binominalna je kombinacija, a sastoji se od
naziva roda i samo jednog specificnog epiteta, npr. Bacillus
subtilis. Osim naziva roda, prva rije¢ moze oznaCavati neko
svojstvo mikroorganizma, npr. Bacillus, Stapi¢, ili mozZe biti
izvedena od imena autora koji je taj mikroorganizam prvi
opisao, npr. Escherichia (prema autoru T. Escherichu).
Druga je rije€ specifiCni dio imena, a opisuje neko njeno
svojstvo, npr. boju kolonije u imenu Sarcina lutea (Zuta
sarcina). Ime roda uvijek se piSe velikim, a specificno ime
malim slovom, ¢ak i ako je izvedeno od imena. Znanstveno
ime mikroorganizma tiska se kurzivom.
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Znacajke mikrobnih stanica. Svi su organizmi gradeni od
stanica i njihovih proizvoda, pa stanice ¢ine osnovni modul
svih organizama. S obzirom na svoju gradu i nacin reproduk-
cije sve se stanice mogu svrstati u dva tipa: prokariotske
stanice, koje nemaju membranom omedenu jezgru, i eukariot-
ske stanice, u kojih je jezgra omedena membranom. Organi-
zmi s prokariotskim stanicama nazivaju se prokariotima, a oni
s eukariotskim stanicama eukariotima, pa se tako mogu
razvrstati i mikroorganizmi koji se ubrajaju u protiste (si. 2).

Protisti

Plijesni Kvasci

SI. 2. Vrste mikroorganizama koji se ubrajaju u protiste

Tipicne su odlike prokariota kratko vrijeme udvostrucenja,
brze metabolicke reakcije i velika raznolikost metabolizma,
pa prokarioti daju velik doprinos kruzenju biogenih elemenata
u prirodi. Prokariotske su stanice gradene jednostavnije od
eukariotskih, a mnoge funkcije u metabolizmu i reprodukciji
preuzimaju membranske strukture (si. 3). Prokariotski se
mikroorganizmi dijele obi¢nom diobom nakon S§to stanicni
sadrzaj naraste, dezoksiribonukleinska kiselina (DNA) se
udvostruci, a njena uzvojnica podijeli na dvije stanice. Proces
udvajanja i podjela DNA te nastajanje novoga stani¢nog zida
koordiniran je proces koji se dogada umjesto mitoze (vegeta-
tivne diobe).

Eukariotski mikroorganizmi te biljne i Zivotinjske stanice
po svojoj su unutraSnjoj organizaciji mnogo slozeniji od

SI. 3. Bakterijska stanica (prokariot-

ska stanica). 1 flagelum, 2 genom, 3

pili, 4 sluz, 5 mezosom, 6 plazmena

membrana, 7 mikrokapsula, 8 stani¢ni
zid, 9 kapsula

SI. 4. Kvasteva stanica (eukariotska
stanica). 1 citoplazma, 2 ribosomi, 3
stani¢ni zid, 4 citoplazmena membra-
na, 5 uklopine masti, 6 mitohondrije,
7 oziljak pupa, 8 endoplazmeni reti-
kulum, 9 jezgra, 10 jezgrica
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prokariota. Eukariotske su stanice (si. 4) gradene od protopla-
sta okruzenog stani¢nim zidom (stijenkom). Protoplast obu-
hvaéa citoplazmu s razli¢itim organelama, a okruZzen je
citoplazmenom membranom. U citoplazmi se nalazi sustav
membrana koji dijeli pojedine staniCne odjeljke. Nuklearne
su tvari odvojene od citoplazme nuklearnom membranom. U
citoplazmi se nalaze mitohondriji (aparat disanja) i kloroplasti
(aparat fotosinteze); te su organele odvojene membranama.
Vakuole, Golgijev aparat i endoplazmeni retikulum takoder
su membranske strukture. U citoplazmi se nalaze ribosomi
(sinteza proteina) i razliCite granule (rezervne tvari). Za
eukariotske je organizme poznata vegetativha (mitoza) i
seksualna reprodukcija. U eukariotskim stanicama mitoza
ima viSe faza; genski se materijal identicno udvaja, pa se
kromosomi uzduzno cijepaju i jednako rasporeduju u svaku
nastalu stanicu.

Mikroorganizmi su jednostani¢ni, ali mogu rasti i u
relativno nespecijaliziranim viSestani¢nim kolonijama. Vri-
jeme udvostruCenja (generacijsko vrijeme) moZe za bakterije
iznositi samo 7 minuta, ali i viSe sati, za kvasce 1 sat i viSe,
dok biljne i Zivotinjske stanice rastu mnogo sporije, pa
generacijsko vrijeme moZe iznositi 20---60 sati. Zato je
proizvodnja proteina u bakterija i kvasaca za nekoliko redova
veli¢ina brZza nego u biljaka kao 3to je npr. soja, a biljne
stanice proizvode proteine mnogo brZze od Zivotinjskih.
Stanice sisavaca razlikuju se od mikrobnih i biljnih stanica po
tome Sto nemaju Cvrsti zid; njihova je citoplazma okruZzena
samo plazmenom membranom. Te su stanice rasporedene u
kulturi tkiva rastu na povrSini nosaca kao jednostanicni sloj.
Stanice viSih organizama mogu rasti i u suspenziji, ali se tada
nakupljaju u razli€ite oblike, a u bioreaktoru rastu nediferen-
cirano, cesto na razli¢itim nosacima.

Fiziologija i metabolizam mikroorganizama. Mikrobna se
stanica moZze zamisliti kao izvanredno konstruirana proi-
zvodna naprava: proizvodi razliCite metabolite, a brzo se
prilagodava razli¢itim sredinama. Pojedina bakterijska stanica
moze proizvesti vrlo mnogo kemijskih spojeva, npr. oko 3000
razlicitih proteina, a moze sadrzavati oko milijun proteinskih
molekula. Otvoreni bioloski sustav kakav je Ziva stanica moze
se sam reproducirati na osnovi enzimima kataliziranih kemij-
skih reakcija.

U mikrobnoj se proizvodnji mogu brzo sintetizirati kemij-
ski spojevi od jednostavnih sirovina u toku integriranih
biokemijskih procesa kojima upravljaju enzimi (v. Enzimi,
TE 5, str. 334). Sintezu tih enzima reguliraju specificni
mehanizmi prema uputama koje su kodirane u molekulama
nukleinskih kiselina (DNA i RNA).

S obzirom na viSe organizme, mikroorganizmi se odlikuju
izvanredno raznolikim metabolizmom. To se svojstvo mi-
kroorganizama primjenjuje u biotehnologiji, jer je njen cilj
proizvodnja mikrobne biomase ili razli¢itih metabolita. Oso-
bito brzo rastu prokariotski mikroorganizmi, i to na vrlo
razli¢itim hranjivim podlogama (supstratima), a mogu razgra-
divati mnostvo anorganskih i organskih spojeva.

PoloZaj je mikroorganizama u prirodi specifican jer oni
sudjeluju u razgradnji i biosintezi mnogih prirodnih spojeva.
Biljke su proizvodaci biomase jer s pomoéu suncane energije
vezu fotosintezom ugljik-dioksid i tvore niz prirodnih spojeva.
Zivotinje su potrosaci biomase jer je trose kao hranu.
Mikroorganizmi su razgradivaci (destruenti) jer mogu minera-
lizirati biljne i Zivotinjske otpatke. Tako mikroorganizmi
omoguéuju stalno biokemijsko kruzenje ugljika, dusika,
fosfora, sumpora, magnezija, Zeljeza i nekih teSkih metala u
biosferi. U tom je kruzenju aktivhost mikroorganizama
golema. Svojom brojnoS¢u i raznolikim putovima metaboli-
zma mikroorganizmi djeluju u vodi, zemlji i atmosferi pod
razliCitim okolnostima, kao S$to su vrlo visoka ili vrlo niska
temperatura, visok tlak i drugi uvjeti u kojima visi organizmi
ne mogu Zivjeti.

Konverzija razlic¢itih spojeva u stani¢nu biomasu dio je
kemijskih procesa obuhvacenih metabolizmom. Mikrobne
stanice uvijek sadrZe bar Cetiri vrste makromolekula: proteine,
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nukleinske kiseline, polisaharide i lipide. Mikroorganizmi su
sposobni da te makromolekule u toku svog rasta izgrade od
jednostavnog izvora ugljika, a kasnije ih mogu pregraditi u
razliCite spojeve. Sve su to metaboli€ki procesi: katabolizam
obuhvacda procese razgradnje organskih molekula, anabolizam
procese izgradnje makromolekula od malih molekula, a
intermedijarni metabolizam posreduje u pretvaranju razgrad-
nih produkata u produkte anabolizma.

Proces anabolizma poc€inje transportom razlicitih spojeva
u mikrobnu stanicu. Poznavanje mehanizma transporta bitno
je za proucavanje metabolizma. Mikrobna stanica je otvoreni
sustav, $to zna€i da s okolinom razmjenjuje tvari i energiju.
Stanica tu energiju iz okoline pretvara u kemijsku koju
iskoriS¢uje za razli€ite potrebe, u prvom redu za sintezu svih
kemijskih sastojaka stanice. To omogucéuje mikrobnoj stanici
odrZzavanje visokoorganizirane strukture, rast i razmnoZava-
nje.

U katabolickim putovima metabolizma organske se tvari
oksidiraju, a u anaboli¢kim putovima prevladavaju reduktivni
procesi.

Mikrobne su stanice izgradene od mnoStva razlicitih
spojeva, koje one mogu sintetizirati od relativno malo
jednostavnih spojeva. Zato su anaboli€ki putovi, u usporedbi
s katabolickim, brojniji i raznovrsniji. Spojeve iz okoline
mikroorganizmi transformiraju katabolizmom u male mole-
kule (organske kiseline, ketone, aldehide, alkohole), a to su
polazne sirovine za biosintezu. Nukleotidi se polimeriziraju u
nukleinske kiseline, aminokiseline u proteine, Seceri u polisa-
haride, a masne Kiseline i glicerol u lipide.

Primarni je metabolizam srodan u svim organizmima, a
njegovi su metaboliti bitni za-Zivot i reprodukciju organizma.
Pojedini sekundarni ili specificni metaboliti (antibiotici, tok-
sini i drugi) nastaju u manje vrsta organizama, a Cini se da
nisu bitni za rast i reprodukciju.

Nastajanje metabolita vrlo je ovisno o uvjetima uzgoja.
Mikroorganizmi mogu sintetizirati Citave skupine srodnih
sekundarnih metabolita. Tako, npr., jedan soj iz roda
Streptomyces mozZe sintetizirati trideset i dva razlicita antraci-
klina. Neki mikroorganizmi mogu sintetizirati potpuno razli-
Cite skupine kemijskih spojeva. Regulacija biosinteze sekun-
darnog metabolizma razlikuje se od regulacije primarnog
metabolizma.

Prema izvoru energije potrebne za rast i razmnoZavanje
organizmi se mogu svrstati u fototrofe, koji rabe svjetlosnu
sun€anu energiju, i kemotrofe, koji rabe kemijsku energiju.
Obje se navedene vrste mogu dalje raS¢laniti na mikroorgani-
zme kojima rast ovisi o redoks-reakcijama s anorganskim
spojevima iz okoline (fotolitotrofi, kemolitotrofi), odnosno s
organskim spojevima iz okoline (fotoorganotrofi, kemoorga-
notrofi).

U fotolitotrofe ubraja se veoma mnogo evolucijski vrlo
udaljenih vrsta: zelene biljke, alge, fitoflagelati, cijanobakte-
rije i fotosintetske sumporne bakterije. Osim sumpornih
bakterija, svi ti organizmi uzimaju iz vode elektrone, proizvo-
de¢i Kkisik u reakciji fotolize vode. Sumporne bakterije
uzimaju sumporovodik kao davaoca elektrona i stvaraju
sumporne spojeve razli€itog stupnja oksidacije.

Fototrofni organizmi izuzetno su vazni jer ¢ine osnovnu
kariku u procesu prijenosa suncane energije u Zivi svijet, te
kruZenja biogenih elemenata, osobito ugljika, Kisika i duSika,
u prirodi. Sva slobodna energija za Zivi svijet potjece izravno
ili neizravno od Sunca, a sav kisik u zraku nastao je
djelovanjem fototrofnih organizama (fotolizom vode). Pojava
prvih fotosintetskih organizama prije viSe od dvije milijarde
godina potpuno je promijenila sastav atmosfere na Zemlji i
pokrenula evoluciju u smjeru aerobnih oblika Zivota koji
danas prevladavaju. Vaznost tih organizama u biokemijskom
inZenjerstvu zasad nije znatna.

U kemolitotrofe ubraja se relativno malo mikrobnih vrsta
koje su, medutim, vrlo proSirene u prirodi, osobito u tlu. Svi
su kemolitotrofi prokarioti (bakterije), a njihov osnovni
mehanizam dobivanja energije u obliku adenozin-trifosfata
(ATP) jest oksidativna fosforilacija. U biokemijskom se
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inZenjerstvu upotrebljavaju pri mikrobnom izluZivanju metala
iz siromasnih sulfidnih ruda, a oCekuje se da Ce taj proces
biti u buducnosti sve vazniji.

U kemoorganotrofe ubrajaju se sve Zivotinje i vise gljive
te mnoge mikrobne vrste: kvasci, plijesni, mnoge protozoe i
vecina bakterija. | oni imaju vaznu ulogu u kruZenju biogenih
elemenata u prirodi, jer razgraduju i mineraliziraju organske
tvari pretvaraju¢i ih u anorganske potrebne za rast fotolito-
trofa i kemolitotrofa.

Katabolizmom i oksidacijom organskih spojeva u stani-
cama kemoorganotrofa nastaju organski spojevi male mole-
kulne mase koji sluze kao polazne sirovine za sintezu svih
kompleksnih stani¢nih sastojaka prijeko potrebnih za rast i
razmnoZzavanje. Mehanizmi dobivanja energije za kemoorga-
notrofe obuhvacaju aerobnu i anaerobnu respiraciju, te
fermentaciju. Pod fermentacijom se razumijeva skup procesa
za dobivanje energije u kojima organske tvari daju i primaju
elektrone. U tehnologiji se, medutim, pojam fermentacije
Cesto proSiruje na sve mikrobne metabolicke procese, Sto s
biokemijskog glediSta nije ispravno.

lako mikroorganizmi upotrebljavaju mnogo organskih
spojeva kao izvor energije, metaboliCki putovi razgradnje
razliCitih spojeva Cesto su zajednicki. Zbog toga se organski
spojevi mogu svrstati prema metabolickim putovima kojima
se razgraduju: ugljikohidrati, trigliceridi i masne Kkiseline,
duSicni spojevi, ugljikovodici, te razliCiti spojevi s jednim
(CO, C02 metanol, formaldehid) i s dva ugljikova atoma.

Mikrobne stanice u svom razvoju, osim izvora ugljika,
trebaju i druge elemente (duSik, fosfor, sumpor), vise
mineralnih soli (magnezija, Zeljeza), te Citav niz elemenata u
tragovima, osobito teSkih metala. Zato je sastav hranjive
podloge vrlo vazan za rast i razvoj mikroorganizama, a
osobito treba paziti na pH podloge. Veéina bakterija raste u
neutralnoj, ali mogu rasti i u kiseloj ili luznatoj sredini. Kvasci
i plijesni bolje rastu u slabo kiseloj sredini.

Metaboli¢ke procese u zivim stanicama kataliziraju enzimi,
proteini specificnih svojstava. Mnogi enzimi trebaju za svoju
aktivnost kofaktore (koenzime). Struktura enzima i koenzima,
njihova funkcija, kinetika i inhibicija ve¢ su opSirno prikazani
(v. Enzimi, TE 5, str. 334).

Metabolizam se sastoji od oksidacijskih i redukcijskih
reakcija, a mnogi metaboliti u stanici mogu vezati vodikove
atome. Te su reakcije izvanredno vazne jer nastaju spojevi
bogati energijom koju kasnije mogu opet osloboditi. Adeno-
zin-trifosfat je univerzalan spoj u energetskom toku bioloSkih
sustava (v. Enzimi, TE 5, str. 338).

Metabolizam aerobnih mikroorganizama usmjeren je u
biokemijsku kaskadu reakcija koje se zovu disanje, a konacno
nastaju voda i ugljik-dioksid.

U metabolizmu anaerobnih mikroorganizama ne nastaje
potpuna oksidacija, a metaboliti mogu, npr., biti etanol i
drugi alkoholi, organske Kiseline te plinovi poput ugljik-diok-
sida, vodika i metana.

U Zivotnim je procesima vaZzna koordinacija metaboli¢kih
reakcija. Tako, npr., mikrobna stanica pri rastu na podlozi
koja sadrzi Seéere, amonijak i mineralne soli mora razgraditi
Secer te proizvesti intermedijare i dovoljno energije za sintezu
makromolekula. To je niz od nekoliko desetaka enzimskih
reakcija. Proizvedeni se intermedijari prevode u 20 aminoki-
selina, potrebne ribonukleotide, vise vitamina i koenzima,
masnih kiselina i drugih spojeva. Iz tih spojeva nastaju
makromolekule, polimeri kao $to su proteini, ribonukleinske
i dezoksiribonukleinske kiseline, mukopeptidi, polisaharidi i
lipidi, Sto se takoder obavlja nizom enzimskih reakcija.

Ocigledno je da je za te sinteze potrebno viSe stotina
enzima koji moraju integrirano djelovati tako da nastaju u
potrebnim koli€inama i da se hranjive tvari ne troSe uzalud.
Samo vrlo dobra koordinacija omogucuje pravilnu reproduk-
ciju bakterijskih stanica za samo 10---30 minuta. Genski je
potencijal bakterijske stanice takav da je moguca sinteza vise
tisua enzima, ali ¢e dobrom koordinacijom nastati samo oni
enzimi koji su u danom razdoblju rasta potrebni u odredenoj
koli¢ini; zato je njihova aktivnost regulirana mehanizmima
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aktivacije i inhibicije. Regulacijom metabolizma organizam
osigurava sintezu enzima u potrebnim koliCinama i njihovu
aktivnost. Pri industrijskoj sintezi mikrobnih metabolita treba
regulaciju metabolizma poremetiti tako da se prekomjerno
sintetizira metabolit koji se Zeli proizvesti. Ta se deregulacija
metabolizma moZze posti¢i promjenom okoline (uvjeta uzgoja)
ili genetickim modifikacijama proizvodnog mikroorganizma.
Geneticke su modifikacije opisane u poglavlju o genetici
mikroorganizama. Kao primjer kako se pri promjeni uvjeta
uzgoja bitno mijenja mikrobni metabolizam mozZe posluziti
kvasac, koji moze Zivjeti aerobno i anaerobno, rastuci u
Sedernim otopinama. Kvasac Saccharomyces cerevisiae u
aerobnim uvjetima diSe i brzo reproducira svoju biomasu, a
glukozu oksidira u ugljik-dioksid i vodu. U anaerobnim
uvjetima kvasac raste sporo, a glukozu fermentira gotovo
kvantitativno u etanol i ugljik-dioksid. S obzirom na razli€ite
putove metabolizma, koliina biomase i koli¢ina metabolita
bitno se razlikuju (tabl. 2).

Tablica 2

KVASCEVI METABOLITI
(od 100 g glukoze)

Uvjeti uzgoja Biomasa Ugljik-dioksid  Etanol Voda
g g ] g
Aerobni rast (disanje) 43 67 41
Anaerobni rast (fermen- 2 5 6

tacija)

Tu je inhibiciju fermentacije kisikom opisao ve¢ Pasteur,
pa je taj efekt nazvan njegovim imenom. Kvasac potpuno
oksidira glukozu samo pri niskim koncentracijama Secera. Pri
visokim koncentracijama Secera nastaje fermentacija, dakle
represija disanja izvorom ugljika. To ukljucivanje razlicitih
putova metabolizma posljedica je alostericke regulacije en-
zima pri glikolizi.

Velike mogucnosti mikrobnog metabolizma sve se vise
iskoriStavaju ne samo u biosintezi razliitih spojeva nego i u
selektivnoj primjeni pri transformaciji kemijskih spojeva. Te
transformacije obuhvacaju samo jednu ili nekoliko enzimnih
reakcija. NajviSe se primjenjuju mikrobne transformacije u
proizvodnji razli€itih steroidnih hormona, kortizona, testo-
sterona i estrogena. Mikrobne stanice mogu na steroidnoj
molekuli izvesti mnoge reakcije, i to vrlo specificno, pa je
transformacije obuhvacaju hidroksiliranje steroida, hidroge-
naciju, dehidrogenaciju, otcjepljivanje bo¢nog lanca, epoksi-
daciju, oksidativno otvaranje prstena, a mikroorganizmi ih
mogu izvrsiti na razlic¢itim polozajima steroidne molekule. Za
transformaciju se obi¢no upotrebljavaju mikrobne stanice
koje ne rastu ili su vezane na nosace, a provode samo jednu
ili dvije vrlo specificne reakcije. Taj je postupak znatno
proSirio primjenu mikroorganizama u farmaceutskoj industri-
I_

Genetika mikroorganizama. Poznavanje nasljednih svoj-
stava mikroorganizama potrebno je za njihovu uspjeSnu
primjenu u industrijskoj proizvodnji. Strukture nasljednih
informacijskih molekula, koje se nalaze u svakoj stanici DNA
ili RNA, vaZzne su za sve stani¢ne procese. SadrZaj informacije
odreden je redoslijedom i brojem podjedinica u tim moleku-
lama. Gen je dio DNA na kromosomu koji nosi informaciju
za sintezu jednog polipeptidnog lanca proteina. Genom kao
skup gena prisutnih u stanici odreduje njen genotip, dok
fenotip izrazava samo vidljiva svojstva stanice koja su
posljedica djelovanja okoline na genotip.

Industrijska proizvodnja mikrobnih metabolita moze se
poboljsati bilo promjenom uvjeta proizvodnje, odnosno
uzgoja proizvodnog mikroorganizma, dakle optimiranjem
okoline, bilo promjenom nasljednih svojstava, dakle optimira-
njem genotipa proizvodnog mikroorganizma. Oba se ta
Cinitelja odrzavaju u fenotipu odabranog organizma; sposob-
nost proizvodnje nekog metabolita u znatnim koli¢inama
jedno je od tih svojstava. PoboljSanje promjenom okoline
podrazumijeva pronalazenje uvjeta (sastav hranjive podloge,



548

koli¢ina mikrobnog cjepiva, inokuluma), aeracija, mijeSanje,
temperatura itd.) optimalnih za proizvodnju nekog metaboli-
ta.

Optimiranje proizvodnje koje se postize promjenom
genotipa mikroorganizma Cesto se naziva genetickim opleme-
njivanjem, a sastoji se u prepoznavanju i izolaciji onih jedinki
u populaciji proizvodnog soja koje zbog drukgcijih svojstava,
tj. genotipa, imaju povoljnija fenotipna svojstva.

Geneticka raznolikost medu jedinkama u mikrobnoj
populaciji posljedica je spontanih genetiCkih promjena, koje
su vrlo rijedak dogadaj, a moZe biti inducirana Ciniteljima
koji poveéavaju raznolikost u populaciji (zraCenje, kemijski
mutageni). Takve promjene genoma zovu se inducirane
mutacije.

Vecina se industrijskih mikrobnih procesa provodi sa
sojevima mikroorganizama koji se genetiCki razlikuju od
izvornih (tzv. divljih) sojeva izoliranih neposredno iz prirode.
Za proizvodnju antibiotika, enzima, aminokiselina i drugih
metabolita primjenjuju se obi€no inducirani mutanti prilago-
deni potrebama proizvodnog procesa. Ako se proizvode
biomasa ili primarni metaboliti, mikrobni sojevi izolirani iz
prirode mogu dati vrlo visoke prinose (etanol, organske
kiseline).

Prinos specificnih ili sekundarnih metabolita koji se moze
posti¢i divljim sojevima najcesce je prenizak da bi ekonomski
opravdao vodenje industrijske proizvodnje. Zato optimiranje
sojeva industrijskih mikroorganizama naj¢e$¢e obuhvaca po-
stupke koji vode do visokoproduktivnih sojeva. Cilj poboljsa-
nja moZe takoder biti i izolacija sojeva s boljim tehnoloskim
svojstvima, npr. skraceno vrijeme hiosinteze, izostanak nepo-
Zeljnog pigmenta, smanjenje potrebe za kisikom, slabije
pjenjenje, upotreba jeftinijih supstrata, ve¢a otpornost prema
izlucenom metabolitu, proizvodnja samo jedne komponente
umjesto vide kemijski srodnih komponenata itd. Rezultat
promjene genotipa mikroorganizama moze biti i biosinteza
novih ili modificiranih metabolita.

Metode za poboljSanje industrijskih sojeva obuhvacaju
mijenjanje genotipa indukcijom mutacija, krizanjem dvaju
geneticki razlicitih sojeva (procesom genetickih rekombinaci-
ja) i unoSenjem gena iz razliCitih organizama u pogodan
mikroorganizam metodama geneti€kog inZenjerstva.

Indukcija mutacija i krizanje sojeva bili su vrlo uspjesni
za neke procese, pa je, npr., proizvodnja penicilina porasla
od 1mg/L iz izvornog soja Penicillium notatum, izoliranog iz
prirode, na vise od 60g/L danadnjih proizvodnih sojeva.
Medutim, te tehnike €esto ne zadovoljavaju jer su ogranicene
na pripadnike iste vrste. Taj je nedostatak izbjegnut uvode-
njem metoda rekombinacije genskog materijala razli€itih
mikroorganizama. Rekombinacije se mogu posti¢i seksualnim
procesima, paraseksualnim procesima i transformacijama. U
prva dva procesa rekombiniraju se nuklearni kromosomi, Sto
je moguce samo u eukariota, dok se transformacije razvijene
genetickim inZenjerstvom, koje obuhvaéaju i ekstrakromo-
somne elemente, mogu primijeniti za eukariote i prokariote.

Suvremene biokemijske metode zahvacaju u nasljedne
strukture stanica i omogucavaju svladavanje prirodnih barijera
medu vrstama, te rekombiniranje najrazliCitiji
DNA laboratorijskim postupcima in vitro. Naime, razvojem
bakterijske genetike, a osobito genetike bakterije Escherichia
coli, otkrivene su ekstrakromosomne kruZne dezoksiribonu-
kleinske Kkiseline nazvane plazmidi. Moguc¢nost da se ti
genetiCki elementi upotrijebe i njima manipulira vrlo je
proSirila primjenu genetike i potakla razvoj nove biotehnolo-
gije, jer je omogucila da se pojedini fragmenti jedne DNA
ugrade u drugu, a zatim u tom obliku dalje repliciraju
(kloniraju). Skup takvih suvremenih postupaka ima razlicite
nazive: genetiCko inZenjerstvo, tehnologija rekombinantne
DNA (rDNA), manipuliranje genima i kloniranje gena.

Tim se postupcima pozeljni geni iz humanih, Zivotinjskih
ili biljnih stanica (tzv. strani geni) ugraduju u geneticki
materijal bakterijskih ili eukariotskih stanica. Dezoksiribonu-
kleinska kiselina iz po Zelji odabranog organizma cijepa se
enzimskim putem na to¢no odredenim mjestima, pa se iz tako
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dobivenih fragmenata izolira jedan dio koji se zatim spoji s
vektorom (si. 5). Vektor je prijenosnik geneti¢kih informacija
iz jedne stanice u drugu. Za bakterije i kvasce vektori su
plazmidi ili dezoksiribonukleinske Kiseline odabranih virusa
(virusne DNA ili tzv. vektorske DNA). Pomocu vektora
fragment strane DNA unosi se u odabranu stanicu da bi se
u njoj replicirao zajedno s vektorom (kloniranje). Tako se
dobiva klon identi€nih primjeraka rekombinirane DNA,
dakle populacija geneticki identicnih stanica ili organizama
nastalih od jedne stanice ili gena.

Plazmid

Povezivanje
pomocu
ligaze

Bakterija E. coli
Sl. 5. Postupak kloniranja rekombinantne DNA u bakterijskoj stanici

Tako klonirani fragmenti uneseni u mikrobne stanice
mogu se primijeniti u proizvodnji vrlo razli¢itih spojeva koje
inate mogu proizvoditi samo humane, Zivotinjske i biljne
stanice, $to je omogudilo proSirenje mikrobne proizvodnje na
nova podrucja. Potencijal je tih rekombinacija golem, jer se
moZze manipulirati vrlo razli€itim genetiCkim materijalom.
Tako su prevladane granice medu vrstama, ¢ak i medu
vrstama viSih taksonomskih skupina.

Geneti¢ko je inZenjerstvo ve¢ uslo u gotovo sva podrucja
bioloSkih istraZivanja i proizvodnju zasnovanu na bioloskim
sustavima. U prvoj su se fazi novom tehnologijom rekombi-
nantne DNA (rDNA) mogle jeftinije proizvoditi ve¢ poznate
tvari (hormoni rasta, inzulin) u mnogo veéim koli¢inama. U
drugoj se fazi tehnologija rDNA primjenjuje u proizvodnji
razlic¢itih proteina i drugih spojeva koje je bilo gotovo
nemoguce izolirati u dovoljnim koli€inama iz prirodnih
izvora, a vazni su u lije€enju mnogih bolesti, npr. hormoni
rasta, interferoni, razli€iti sastojci krvi, aktivator plazminoge-
na.

Sadas$nji razvoj omogucuje da znanje steceno u genetickom
inZzenjerstvu bude osnovica za zamjenu nekih bioloSkih
proizvoda sintetskim proizvodima. Ve¢ su razvijene tehnike
koje omogucéuju kemijsku sintezu genskog materijala (DNA,
RNA), brzu identifikaciju patogenih uzro€nika bolesti te
prenatalnu dijagnostiku nasljednih bolesti. Te su tehnike
omogucile i proizvodnju specificnih metabolita koji se zatim
mogu usavrSiti kemijskim transformacijama. Kontrola ekspre-
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sije gena specificnim spojevima vazna je u medicini, jer
omogucduje regulaciju i isklju€ivanje gena odgovornih za neka
patoloSka stanja organizma, osobito za razvoj tumora.

Danas jo$ nije moguée procijeniti rezultate koji ¢e biti
posljedica primjene rekombinantne DNA u biotehnologiji.
Medutim, istodobni skokoviti napredak mnogih prirodnih i
tehnic¢kih disciplina omogucio je znatne prodore ne samo u
novoj biotehnologiji nego i u mnogim veé¢ dobro uvedenim
biotehnoloskim procesima. Razvoj tehnologije rekombinan-
tne DNA vidi se iz kratkog pregleda uspjeha u toku prvih
godina primjene: rekombinacije DNA in vitro (1973), kvas-
Ceva DNA replicirana i izrazena u bakterijama (1976),
proizveden somastatin (1977), kloniran gen Stakorova inzulina
(1977), proizveden humani inzulin pomocéu bakterija (1978),
proizveden hormon rasta (1978), bakterijska DNA uklopljena
u kvascev kromosom (1978), transformacija kvaScevih proto-
plasta hibridnim plazmidom iz E. coli i kvasca (1978),
proizveden humani interferon (1980).

Proizvodni mikroorganizam za procese nove biotehnolo-
gije najCeS¢e je Escherichia coli. Ta se bakterija primjenjuje
zbog toga $to se vrlo lako uzgaja, Sto ima najbolje poznatu
mapu gena, najvise podataka o putovima metabolizma i
regulaciji gena, a plazmidi i fagi dobro su poznati, pa mogu
sluziti kao vektori za kloniranje i ekspresiju.

BIOTEHNOLOSKA PROIZVODNJA

Mikrobna se proizvodnja zasniva na Zivotnim aktivnostima
mikroorganizama, a uzgojem mikroorganizama pod kontroli-
ranim uvjetima ostvaruje se proizvodni proces.

Racionalna shema za modeliranje mikrobnih procesa
oslanja se na razliCite razine sustava kao S$to su molekulna,
celularna, populacijska, bioreaktorska i tehnoloSka razina.

Modeliranje na razini metabolizma obuhvada katabolizam
i anabolizam, procese autolize te regulacijske i kontrolne
mehanizme.

Na razini mikrobne stanice razmatraju se zbivanja u
pojedinoj stanici te posebnim stani¢nim organelama, dakle
odjeljcima stanice. Razmatraju se mehanizmi transporta,
kompleksne biokemijske mreZze, morfoloSka diferencijacija i
stanicni ciklusi.

Pri modeliranju populacija treba voditi raCuna o njihovom
diferenciranju. U monokulturama (Ciste kulture) to je oblik,
grada i starost stanica, a u mjeSovitim kulturama jo$ i odnosi
medu pojedinim populacijama stanica u toku procesa.

Dobro kontrolirani laboratorijski bioreaktori omogucuju
pouzdanu procjenu niza vaznih procesnih parametara.

Modeliranju tehnoloskih linija pristupa se na osnovi
povezivanja svih opisanih razina. Pri modeliranju je vazno
kvantificirati proces tako da obuhvaca koliCine tvari, ravno-
teze i kinetiku procesa. Ono &to se zbiva u metabolizmu svake
pojedine mikrobne stanice, koja je sama po sebi minijaturni
bioreaktor, zajednicki djeluje kao posljedica rasta mikrobne
populacije.

Treba razlikovati mikrokinetiku enzimskih procesa na
razini stanica od makrokinetike populacije u bioreaktoru.
Modeliranje omogudéuje redukciju kompleksnosti bioloSkih
procesa do potrebnih signifikantnih podataka.

Biotehnolodki proces obuhvaca kultiviranje mikroorgani-
zama koji biokonverzijom podloge umnoZavaju svoju biomasu
i proizvode razli¢ite metabolite. Prednost je mikroorganizama
Sto mogu sintetizirati i razgraditi mnoStvo razli¢itih kemijskih
spojeva. Za razliku od vecine reakcija u kemijskoj procesnoj
tehnici, gdje se Cesto primjenjuje visoka temperatura i tlak,
mnogobrojne kemijske reakcije koje kataliziraju enzimi u
zivim stanicama zbivaju se u vodenim otopinama pri umjere-
nim uvjetima reakcije.

BiotehnoloSka je proizvodnja u posljednje vrijeme znatno
usavrSena u podrucjima koja zajednicki omogucuju uspjesnu
i ekonomiCnu proizvodnju. To su geneticko optimiranje
mikroorganizama (selekcija, mutageneza, fuzija stanicnih
protoplasta i genska tehnologija rekombinantne DNA) i
biokemijsko inZenjersko optimiranje (oblik bioreaktora, usa-
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vrena oprema, novi mjerni instrumenti, podrska racunalom,
vrlo selektivne metode izolacije proizvoda).

Zbog kompleksnosti rasta mikroorganizama biokemijsko
reakcijsko inZenjerstvo teze kvantificira medusobne odnose
transportnih fenomena i kinetike da bi obuhvatilo djelotvor-
nost reaktora s obzirom na uvjete rada i ulaznih varijabla.
Pritom je potrebno povezati fenomene mehanike fluida,
termodinamiku i kinetiku s kemijom i biokemijom procesa.
Prinos i selektivnost procesa te brzina biosinteze mjerilo su
uspjeSnosti bioreaktora.

BiotehnoloSki se procesi mogu raSClaniti u vise faza (si.
6): priprema i sterilizacija sirovina kao podloge za rast
mikroorganizama, razmnoZzavanje mikrobnog cjepiva (inoku-
luma) u nekoliko stupnjeva za pogonski bioreaktor, proi-
zvodni proces u bioreaktoru s kontrolnom opremom, izolacija
proizvoda (mikrobne biomase ili nekog metabolita) iz podloge
fizikalnim ili kemijskim postupcima, obradba i oprema
gotovog proizvoda, obradba otpadnih voda i otpadnih tvari.

Sl. 6. Opc¢a shema mikrobnog procesa

Sterilna tehnika rada. U mikrobnoj se tehnologiji gotovo
uvijek primjenjuje sterilna tehnika rada, a iznimke su samo
neke tradicionalne fermentacije (vino, kisela mlijeka). Steril-
nom tehnikom rada moraju se iskljuciti nepozeljni mikroorga-
nizmi u svim fazama proizvodnje. PoCetnu proizvodnu fazu
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¢ine priprema, prethodna obradba i sterilizacija podloge.
Kako se za biokonverziju cesto upotrebljavaju razlicite
polisaharidne, saharidne i proteinske sirovine kompleksna
sastava uz dodatak anorganskih spojeva, sterilizacija se mora
provesti tako da spojevi potrebni za rast mikroorganizama i
proizvodni proces ne pretrpe nepoZeljne promjene.

Metode sterilizacije (v. Konzerviranje hrane, TE 7, str.
269, 278; v. Radijacijska tehnologija, TE 11, str. 386) obuhva-
¢aju razaranje, inaktivaciju ili uklanjanje mikroorganizama iz
razlicitih sredina. Od mnogih tehnika inaktivacije mikroorga-
nizama (toplinom, radijacijom, ultrazvukom) najve¢u pri-
mjenu ima toplinska sterilizacija.

Sterilizacija filtracijom primjenjuje se iznimno za vrlo
osjetljive podloge. Razvijene su specijalne tehnike filtriranja
kroz slojeve (od keramike, sinteriranog stakla, dijatomejske
zemlje, plastike) s porama koje ne propustaju mikroorgani-
zme i njihove spore. Najteze je ukloniti viruse. Filtracija se
najviSe primjenjuje za sterilizaciju zraka koji se uvodi u
bioreaktore. Toplinska se sterilizacija provodi u bioreaktoru
ako su mu Kkapaciteti relativno maleni. Za procese u
bioreaktorima velikih kapaciteta podloga se sterilizira izvan
reaktora.

Bioreaktor. Mikrobni proces pocinje razmnoZavanjem
mikrobnog cjepiva (inokuluma). Taj se proces vodi od
laboratorijske kulture proizvodnog mikroorganizma u neko-
liko faza u bioreaktorima razli¢ita kapaciteta da bi se dobila
potrebna koli¢ina mikroorganizama za glavni proizvodni
reaktor.

Bioreaktor Cini kljucni dio opreme biotehnoloSkog proce-
sa. Pri oblikovanju bioreaktora treba paziti na fiziologiju
mikrobnog procesa, jer je mikroorganizam i sam minijaturni
reaktor u kojem teku procesi biosinteze (rast biomase) ili
razgradnje (nastajanje metabolita). U bioreaktoru, dakle,
raste vrlo mnogo suspendiranih mikroorganizama (108--TO12
u litri podloge) pod kontroliranim uvjetima. Pri vodenju
mikrobnog procesa treba odrzavati optimalnim temperaturu,
pH i koncentraciju hranjiva, te suzbijati pjenu koja nastaje
pri mijeSanju i uvodenju zraka u bioreaktor. Bioreaktor mora
biti tako konstruiran da omoguéuje sterilan rad. Bitan je
dobar prijenos tvari i razmjena energije, a to znaci dobro
mijeSanje, adekvatan prijenos kisika u aerobnim procesima
te odvodenje nastale topline pri uzgoju mikroorganizama.

U mikrobnoj tehnologiji, osobito u klasi¢nim anaerobnim
fermentacijama, primjenjivali su se vrlo jednostavni reaktori,
obi¢no otvoreni vrionici u obliku kaca. Kasnije su uvedeni
zatvoreni cilindri¢ni reaktori. Raznoliki oblici bioreaktora
razvijeni su u toku porasta proizvodnje aerobnih procesa,
osobito pekarskog kvasca i proteinske mikrobne biomase. Za
uspjeSnost tih procesa bitno je djelotvorno mijeSanje i
aeracija. Za proizvodnju antibiotika konstruiran je cilindricni
bioreaktor s razli€itim oblicima mijeSalica. Taj je reaktor bio
prilicno svestran, pa je mogao dugo sluZiti i za proizvodnju
ostalih mikrobnih metabolita uz umjerenu aeraciju.

Bioreaktori vrlo velikih kapaciteta razvijeni su za proizvod-
nju mikrobne biomase (5000m3, a najveéi bioreaktori
(25000 m3 grade se u postrojenjima za bioloSku obradbu
komunalnih i industrijskih otpadnih voda. Primjenom tehno-
logije rekombinantne DNA omogucena je proizvodnja malih
koliina vrlo skupih bioloSki aktivnih proizvoda u malim
bioreaktorima. S obzirom na osjetljivost tih proizvoda po-
trebna je mnogo preciznija kontrola svih procesnih parameta-
ra. Razvijeni su i novi tipovi bioreaktora, kao Sto su
bioreaktori s biomasom u fluidiziranom sloju te membranski
bioreaktori. Specifi¢no su konstruirani i bioreaktori za kulturu
biljnih i zivotinjskih stanica ili tkiva, jer je Cesto potreban
rast na nosacima ili suspendiranim Cesticama.

S obzirom na mijeSanje razlikuju se tri glavne skupine
bioreaktora: s mehanickim sustavom mijeSanja, s recirkulacij-
skom pumpom i s ulaznim mlazom zraka ili kisika (si. 7).

Pri anaerobnim je procesima mijeSanje manje vazno.
Cesto, naime, pri fermentacijama kao metaboliti nastaju
plinovi koji tijekom procesa mijeSaju podlogu (ugljik-dioksid,
vodik, metan). Oblik, obujam i ostale karakteristike bioreak-
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tora odabiru se tako da se uzima u obzir vrsta procesa
(aeroban, anaeroban), oblik i svojstva mikroorganizama,
sastav i viskoznost podloge, nastajanje pjene i druge specific-
nosti procesa. Pjenjenje podloge moZze u nekim procesima
biti uzrok mnogih ograni€enja, a ovisi o sastavu podloge i
nastalim mikrobnim metabolitima. Oblik i diferencijacija
mikroorganizama, osobito micelijskih, mogu znatno utjecati
na prijenos tvari. Tako, npr., plijesni rastu u obliku kuglastih
micelijskih zrnaca (peleta) ili kao duge difuzne hife, pa je i
prijenos Kisika ovisan o tim razli€itim oblicima. Pri mehanic-
kom mijeSanju treba paziti da se ne oSteti micelijska struktura
mikroorganizama. Mnogo je lakSe uzgajati bakterije i kvasce
jer rastu kao pojedina€ne stanice. Biljne i Zivotinjske stanice
pokazuju mnoge specificnosti: u bioreaktoru rastu potpuno
drukcije nego u tkivima organizama.

y \/
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SI. 7. Osnovni konstrukcijski tipovi bioreaktora. a s mehanic-

kim mijeSanjem, b s recirkulacijskom pumpom, ¢ s ulaznim

mlazom zraka, d s pregradama i kontinuiranom plinovitom

fazom (strelice oznauju ulaz i izlaz zraka, a trokuti razinu
tekucine u reaktoru)

Bioreaktori su nesto sloZeniji od obi¢nih kemijskih reakto-
ra, posebno zbog potrebne aeracije fermentacijskog supstrata.
Pri ocjeni ekonomicnosti pojedinog bioreaktora bitan je
njegov aeracijski kapacitet, tj. brzina prijenosa kisika s
obzirom na obujam reaktora.

Pracenje procesa u bioreaktoru zahtijeva specifi¢nu instru-
mentaciju, koja se donekle razlikuje od one u kemijskih
reaktora. Osim uobiCajenog mjerenja temperature, tlaka,
protoka, vrijednosti pH itd., posebnim se senzorima mjeri
razina kapljevine i pjene, koncentracija otopljenog kisika te
utroSak sastojaka podloge. Upotrebljavaju se i senzori
adaptirani specificnom biokemijskom procesu, dakle odredi-
vanju nekog enzima ili metabolita. Razvijeno je vise enzimnih
elektroda: penicilinazna elektroda odreduje koliCinu nastalog
penicilina, a glukozna elektroda moZze pratiti utrosak glukoze
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u bioreaktoru. Senzori moraju biti tako konstruirani da se
mogu sterilizirati.

Biotehnolodki se proces mozZe voditi potpuno automatski
upravljanjem pomocu elektroni¢kog racunala (si. 8). Kompju-
torski su programi opisani za mnoge poznate fermentacijske
procese, a na trZiStu se nalaze bioreaktori opremljeni mikro-
procesorom.

Sl. 8. Povezivanje bioreaktora s elek-
tronickim rac¢unalom. 1 senzori, 2
pojacalo signala iz senzora, 3 digitalni
pisa¢, 4 prevodenje podataka u oblik

r N | prikladan za elektroni¢ko racunalo, 5
elektroni¢ko racunalo, 6 program, 7
operator za pojedinaéno davanje na-
loga, 8 vremenski automatski uredaj,

9 pumpa, 10 ventil
IIF-D

lzdvajanje proizvoda iz podloge. Mikrobna tehnologija
daje po sastavu vrlo razliite proizvode. To mogu biti
mikrobna biomasa (npr. pekarski kvasac), fermentirane
podloge (vino, pivo, ocat), ali to moze biti jedan ili vise
metabolita koje treba izolirati iz podloge. Proizvode koji se
ne izluCuju iz mikroorganizama treba izolirati iz mikrobne
biomase nakon S$to se razori stani¢ni zid mikroorganizama,
§to se postize fizikalnim metodama (preSanjem, mljevenjem,
djelovanjem ultrazvuka), kemijskim metodama (djelovanjem
kiselina, otapala, detergenata) i bioloSkim metodama (djelo-
vanjem faga, enzima, inhibicijom sinteze stani¢nog zida).
Postupci izdvajanja Cesto se kombiniraju jer se nastoji
iskoristiti mikrobna biomasa ili filtrat kulture dobivanjem S§to
viSe korisnih proizvoda. Separacija proizvoda zasniva se na
razliCitim principima, pa se proizvodi izdvajaju na temelju
razli€ite veliCine Cestica (filtracija, ultrafiltracija, membranska
filtracija), difuzije (osmoza, dijaliza, elektrodijaliza), naboja
(elektroforeza, ionska izmjena), napona para (destilacija,
suSenje), topljivosti (ekstrakcija, kristalizacija), povrSinskog
napona (flotacija), mase (centrifugiranje, ultracentrifugiranje,
sedimentacija), a primjenjuju se i metode visokog stupnja
razdvajanja kakva je, npr., kromatografija.

Primjena razli€itih postupaka ovisi o njihovoj ekonomi¢no-
sti. Glutaminska se kiselina, npr., moZe izdvojiti na vise
naCina, ali se prinosi znatno razlikuju: kristalizacijom se
postize prinos od 57%, anionskom izmjenom 70%, a kation-
skom izmjenom 78%.

Kinetika mikrobnih procesa pri Sarznom uzgoju

Uzgoj mikroorganizama zapocinje inokulacijom (nacjeplji-
vanjem) hranjive podloge odabranom mikrobnom kulturom.
Cjepivo (inokulum) inicijalna je koli¢ina aktivnih mikrobnih
stanica koja se u hranjivom supstratu relativno brzo umnoza-
va, da bi mikroorganizmi tijekom rasta transformirali osnovni
supstrat (obi€no izvor ugljika) u Zeljeni proizvod (vlastitu
biomasu ili neki proizvod metabolizma), te da u stacionarnoj
fazi rasta daju Zzeljeni proizvod kao rezultat biosinteze
(konverzije) nekog sastojka hranjive podloge. U oba je
slu¢aja brzina nastajanja proizvoda funkcija koncentracije i
kemijske aktivnosti biokatalizatora u mikrobnoj stanici.

Mikroorganizmi se u toku rasta nalaze u razli¢itim fazama
Zivotnog ciklusa. Pritom se stani¢na grada diferencira i nastaju
morfoloSke promjene, koje su vrlo izrazite kod plijesni, a
manje izrazite kod kvasaca, bakterija i virusa. U proizvodnim
uvjetima treba paziti na morfologiju stanice, jer je ona
povezana s odredenom fazom Zivotnog ciklusa i sposobnoséu
mikroorganizma da izvrSi neku biokemijsku reakciju. Obi¢no
se mikroorganizmi primjenjuju u vegetativnoj fazi rasta jer
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su tada najaktivniji. Rijetko je cilj uzgoja mikroorganizama
proizvodnja sporogenih oblika stanice, iako ima i takvih
primjera (sporogeni oblici bakterije Bacillus thiiringiensis -
biolo3ki insekticid; spore plijesni Aspergillus sp. - Kkatalizator
u bioloSkoj transformaciji steroidnih hormona). Neki od
vaznijih proizvoda mikrobne proizvodnje nastaju tek u fazi
prije sporulacije stanice (Bacillus subtilis - amiloliticki i ostali
hidroliticki enzimi).

Mikrobna proizvodnja osniva se, dakle, na primjeni
biokatalizatora mikrobnih stanica u sasvim odredenim fazama
Zivotnog ciklusa. Prema tome, uspjeSno vodenje mikrobnih
procesa podrazumijeva poznavanje uvjeta diferencijacije proi-
zvodnog mikroorganizma, a to je nastajanje pojedinih tipova
i oblika stanica, npr. primarni i sekundarni micelij ili
povrsinski i dubinski rast plijesni. Zato je potrebno znati kako
se odabrani mikroorganizam uzgaja, kako se od laboratorijske
Ciste kulture namnozZi potreban broj stanica (ili biomase)
potrebnog tipa ili oblika i u pogodnom fizioloSkom stanju za
neku biokemijsku reakciju u velikom industrijskom bioreak-
toru.

Kinetika rasta. Umnozavanje jednostani¢nih organizama
(bakterija i kvasaca) koji ne rastu u micelijskom obliku
jednostavnije je od umnoZavanja plijesni. Nakon S§to se ti
mikroorganizmi nacijepe u hranjivu podlogu, obi¢no se ne
pocnu odmah razmnozZavati, jer je potrebno neko vrijeme da
se stanice priviknu na novu okolinu ili podlogu. Pritom stanice
povecavaju svoj obujam, sintetiziraju enzime i intermedijare
potrebne za rast i razmnozavanje. To se prividno mirovanje
naziva fazom suzdrzanog rasta (lag-faza), a traje tako dugo
dok ne nastane dovoljna koliCina spomenutih tvari (si. 9).
Ako su stanice mlade i okolina vrlo povoljna, ta ¢e faza biti
vrlo kratka, a za starije stanice u nepovoljnoj okolini bit ¢e
duZza.

Cjepivo sadrzi mnoStvo stanica, pa je oCito da one ne
mogu biti jednako stare jer nisu pocele istodobno rasti.
Buduéi da je njihova fizioloSka aktivnost razliita, sve se
stanice nece poceti ni istodobno umnozavati. Potrebno je
neko vrijeme da se sve stanice pocnu dijeliti; taj se vremenski
interval naziva fazom ubrzanog rasta. Ta se faza eksperimen-
talno teSko odreduje, pa se Cini da se na fazu suzdrzanog
rasta odmah nadovezuje faza eksponencijalnog rasta (log-fa-
za). To je faza najbrzeg razmnoZavanja mikroorganizama i
proizvodnje metabolita koji su vezani uz rast, a nastaju kao
rezultat kompleksnih redoks-reakcija, tj. disanja i fermenta-
cije (npr. etanol, octena i mlije¢na kiselina, ugljik-dioksid).
Dok postoji dovoljno hrane, broj se stanica udvostrucava
stalnom brzinom, sve dok se koncentracija nastalih proizvoda
metabolizma ne povecéa do vrijednosti koje usporavaju ili
onemogucéavaju rast. Promjene koje se u nekom vremenu
zbivaju u hranjivoj podlozi (umnoZzavanje stanica, potroSak
supstrata i nastajanje proizvoda metabolizma) opisuje Kinetika
mikrobnih procesa.

Rast, tj. povetavanje koncentracije mikroorganizama s
vremenom, moZe se opisati izrazima
dx
Hx, 1
df (1)
dC N
mirr="c* 2)

gdje je x masena koncentracija mikrobnih stanica, C brojno-
sna koncentracija stanica, t vrijeme, a p specificna brzina
rasta.

Do specificne brzine rasta dolazi se na osnovi razmatranja
diobe stanica i eksponencijalnog poveéavanja broja stanica
(N):

N—2N—»

2°N -* 2'N -» 2N2N 2 > 2

gdje je n broj dioba stanica koji je definiran izrazom

()

AN—8N—»
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gdje je td vrijeme udvostru€enja broja stanica (generacijsko
vrijeme). Broj stanica u bilo kojem trenutku eksponencijalne
faze rasta dobiva se iz izraza

Nt= NO2n (8)

gdje je Ntbroj stanica u vremenu t, a NOpocetni broj stanica.
Ovisnost broja stanica o vremenu

InTV, = iit+ InAO )

ima oblik jednadZbe pravca, a specifiCna brzina rasta (p)
koeficijent je smjera toga pravca. SpecifiCna je brzina rasta
konstantan parametar rasta svakog mikroorganizma u podlozi
stalnog sastava i uz stalne ekoloSke uvjete. Njena broj¢ana
vrijednost ovisi o nasljednim svojstvima mikroorganizma,
vrsti i koncentraciji izvora ugljika, duSika, fosfora i kisika,
tvarima rasta i pocetnoj koncentraciji mikroorganizma u
hranjivoj podlozi.

Specificna je brzina rasta p, poput konstante brzine
kemijske reakcije, funkcija koncentracije kemijskih reaktana-
ta, a to su bitni sastojci hranjive podloge ili supstrati za rast.
Obicno je to samo jedan supstrat (najceSce izvor ugljika), jer
se hranjiva podloga sastavlja tako da ostali sastojci budu u
suvisku. Zato se takav sastojak naziva grani¢nim (ograniava-
ju€im) supstratom. Kad se on iscrpi, eksponencijalna faza
rasta prestaje. Ovisnost brzine rasta o koncentraciji grani¢nog
supstrata za rast opisao je J. Monod (1942) izrazom

= Vms Ks+ cs ’ (8)
gdje je pms maksimalna specifitna brzina rasta, cs masena
koncentracija grani¢nog supstrata, Ks konstanta zasi¢enosti
koja je jednaka koncentraciji grani¢nog supstrata kada je
ju=0,5/ims Sto proizlazi iz grafickog prikaza Monodova
modela mikrobnog rasta. Tipi¢ne su vrijednosti Ks niske. Za
izvor ugljika te su vrijednosti T**120mg/L, a ovise o
specifi€nosti mikroorganizma.

Prakticki je s kad je c¢s>10Ks. Specificna brzina
rasta postaje ovisna o cs kad je cs<10Ks. Zbog niske
vrijednosti Ks specifi€na je brzina rasta konstantna u ekspo-
nencijalnoj fazi rasta.

Brzina rasta ovisi i 0 koncentraciji proizvoda metabolizma
koji moZe inhibirati rast (npr. etanol, octena Kiselina,
mlije¢na kiselina). Ovisnost specificne brzine rasta o koncen-
traciji proizvoda koji ograniCava rast opazio je N. D.
Jerusalimski i opisao ga izrazom

MDY ()

gdje je Kp konstanta zasicenosti supstrata proizvodom Kkoji
ograniCava rast, cp masena koncentracija tog proizvoda, a
Kp= cp kad je ju=0,5pmp. To znaCi da se ovisnost specificne
brzine rasta o koncentraciji supstrata i proizvoda moze opisati
izrazom

(10)

Na kinetiku rasta mikroorganizma utjecu i drugi faktori
okoline (koncentracija kisika, temperatura).

Za eksponencijalne faze rasta mijenja se kemijski sastav
hranjive podloge zbog potroSka hranjivih sastojaka i izluCiva-
nja proizvoda metabolizma. Sastav supstrata nije u ustaljenom
stanju, pa se zbog potroSka nekog sastojka hranjive podloge
ili povecanja koncentracije nekog metabolita brzina rasta,
prije ili kasnije, poCinje smanjivati. Mikrobna kultura ulazi
tada u stacionarnu fazu (si. 9). Prijelaz od eksponencijalne
do stacionarne faze obicno je vrlo brz, jer mnoStvo mikrobnih
stanica u kulturi brzo troSi supstrat. Zato je teSko odrediti
vrijednost Ks u neustaljenom stanju, tj. u SarZznom uzgoju.
Mikrobna je kultura u stacionarnoj fazi kad se stanice
prestanu umnoZzavati, odnosno kad se brzina rasta izjednacCi
s brzinom izumiranja. To, medutim, nema utjecaja na
proizvodnju metabolita koji nisu vezani uz rast. Ako se

AP s+ cs Kp+ cp
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inkubacija nastavlja nakon ulaska kulture u stacionarnu fazu,
mogu se dogoditi tri razlicite pojave: ukupna masa stanica
moZze ostati nepromijenjena kroz duze razdoblje, broj Zivih
stanica mozZe se smanjivati, broj zivih stanica i ukupna masa
stanica moze se zbog autolize smanjiti, a zatim se nastavlja
sekundarni (kripti¢ni) rast.

SI. 9. Krivulja rasta jednostani¢nih organizama (bakterija
i kvasaca) u Sarznom uzgoju

Molekulni je sastav mikrobnih stanica (osobito nukleinske
kiseline) konstantan u eksponencijalnoj fazi, a poCinje se
mijenjati u stacionarnoj, jer je metabolizam stanica promije-
njen. Smanjuje se koncentracija nukleinskih kiselina, a
nagomilavaju se rezervne tvari. Sporogeni mikroorganizmi
pocinju sporulirati.

Kada stanice izumiru brZze nego Sto nastaju nove, kultura
ulazi u fazu izumiranja. Brzina izumiranja ovisi 0 vrsti
mikroorganizama i uvjetima okoline.

Kinetika potrosSka supstrata. Mikrobne se stanice ne mogju
umnoZavati bez potroSka hranjivih sastojaka podloge. lako
svaki od sastojaka moZe utjecati na brzinu rasta, tehnolo3ki
i ekonomski je obi€no zanimljiv samo jedan od njih, najceSée
izvor ugljika, kojim se stanice sluze za biosintezu sastojaka
vlastite biomase, za proizvodnju energije i odrzavanje fiziolo-
Ske aktivnosti stanica, te za sintezu proizvoda (metabolita
nakupljenih u stanicama ili izluenih u okolinu). Prema tome,
promjena koncentracije izvora ugljika (supstrata) posljedica
je potroSka tog supstrata za te tri navedene svrhe i moze se
matematiCki opisati izrazom

dcs nx g2
“d 7= 9y 1P (n)

gdje je mE specificna brzina potroSka supstrata za energiju
odrzavanja mikrobne stanice, g? specifi€na brzina nastajanja
proizvoda (omjer mase proizvoda prema masi mikrobnih
stanica i vremenu), Yyjs prinos mase mikrobnih stanica po
masi supstrata (stupanj konverzije supstrata u biomasu), a
yPRS prinos mase proizvoda po masi supstrata (stupanj
konverzije supstrata u proizvod). Negativni predznaci znace
smanjivanje koncentracije. Ako se izraz (11) podijeli sar, a
specifiCna brzina potroSka supstrata qs (omjer mase supstrata
prema masi mikrobnih stanica i vremenu) definira izrazom
1 dcs

<Is - x dt’ (12)
-y me- 2P (13)

* XJS 1PIS

ondaje
-4s=

Kinetika nastajanja proizvoda. Kineticki odnosi izmedu
rasta mikroorganizama i nastajanja proizvoda mikrobnog
metabolizma ovise o ulozi tih proizvoda u metabolizmu

SI. 10. Odnos rasta i nastajanja proizvoda ovisnog o rastu (a), djelomi¢no
ovisnog o rastu (b) i neovisnog o rastu (c); x masena koncentracija mikrobnih
stanica, cp masena koncentracija proizvoda
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stanice. Ve¢ prema regulacijskoj kontroli mikrobnog metabo-
lizma, nastajanje proizvoda (si. 10) moZe biti: a) ovisno o
rastu (promjena koncentracije proizvoda prati promjenu
koncentracije stanica); b) djelomi¢no ovisno o rastu (pro-
mjena koncentracije proizvoda prati promjene koncentracije
stanica, ali zaostaje u fazi; sinteza proizvoda zapocinje tek u
logaritamskoj fazi rasta, tj. kad se postigne neka potrebna
koncentracija stanica); ¢) neovisno o rastu (sinteza proizvoda
zapo€inje u stacionarnoj fazi rasta i ovisi o aktivnosti i
koncentraciji odredenih enzima u stanicama, dakle ovisi o
koncentraciji stanica u stacionarnoj fazi rasta).

Proizvodi koji nastaju u toku rasta mikrobnih stanica
nazivaju se primarnim metabolitima i obi€no su stanici
potrebni za rast. Ako stanica u toku rasta proizvodi neki
metabolit koji nije potreban za rast, takav se proizvod naziva
sekundarnim metabolitom biosinteze, a to je naziv i za
proizvode koji nastaju u stacionarnoj fazi rasta, dakle
sekundarno s obzirom na rast.

Obicno se brzina nastajanja primarnih proizvoda metabo-
lizma koji prate rast moze izraCunati iz izraza

gdje je YPXprinos mase proizvoda po masi mikrobnih stanica.
Ako je gPspecificna brzina nastajanja proizvoda

1 dcp
?'- 15
97 % dt (19
onda za proizvode vezane uz rast vrijedi izraz
Q- v (16)

Kad nastajanje proizvoda samo djelomi¢no ovisi o rastu,
kao §to je to npr. prilikom proizvodnje mlijeCne Kiseline,
onda se brzina nastajanja proizvoda moze opisati izrazom

d dx
Poa s by, an
dt dt
koji sadrzi konstantu ovisnosti o rastu (a) i konstantu
neovisnosti o rastu (b). Prema tome je
gP=aq +b. (18)

Kad nastajanje spojeva ne ovisi o rastu mikrobnih stanica,
onda brzina sinteze tih spojeva iznosi

dcD
dt

gdje je ¢ konstanta proporcionalnosti koja obuhvaca aktivnost
enzima. Konacni izraz

-CX, (29)

(20)

pokazuje da biosinteza proizvoda neovisnih o rastu ovisi
izravno o aktivnosti enzima.

qP—c

Kinetika mikrobnih procesa pri kontinuiranom uzgoju

Zbog promjena okoline, kao S$to je potroSak hranjivih
sastojaka iz podloge i nakupljanje proizvoda metabolizma,
rast mikroorganizama u S$arZnom uzgoju nije stabilan i
prestaje nakon relativno kratkog vremena. Da bi se to
sprijeCilo, treba Sarzni proces, koji je s gledista bilance
materijala i energije zatvoren, pretvoriti u otvoren. To znali
da u dobro mijeSanu mikrobnu kulturu treba dovoditi svjezu
hranjivu podlogu uz istodobno odvajanje jednakog dijela
iskoriStene podloge koja sadrzi narasle stanice i proizvode
njihova metabolizma. Sli¢ni su otvoreni prirodni sustavi gdje
mikroorganizmi rastu u vodotocima te, npr., u probavnom
traktu ljudi i Zivotinja. Osim Sarznog i kontinuiranog uzgoja
mikroorganizama, kultiviranje se mozZe voditi i polukontinui-
rano (si. 11).

Tipicni sustav za kontinuiranu kultivaciju sastoji se od
reaktora s konstantnim obujmom hranjive podloge, pumpe
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za dovodenje svjeZe i odvodenje iskoristene podloge, te od
spremnika za svjezu sterilnu podlogu.

X
Vrijeme
11 1
i1 4
V. w w
\Y l—V
a- -A aaaa
£ c: Vrijeme
11 1
1 h
vV F
o Lo X
Uh h U h
Vrijeme

SI. 11. Usporedni prikaz 3arznog (a), polukontinuiranog (b) i kontinuiranog

(c) uzgoja; x masena koncentracija mikrobnih stanica, cs masena koncentracija

graniénog supstrata, V korisni obujam reaktora, F obujamni protok svjeze
hranjive podloge

U kontinuiranom uzgoju mikroorganizam se stalno o-
drzava u eksponencijalnoj fazi rasta. Pritom se odrZava
fizioloSko stanje u kojemu se obujam tekucine u reaktoru
odrzava konstantnim uz kontinuirani pritok supstrata i odvod
proizvoda, a naziva se ustaljenim stanjem. Ustaljeno se stanje
odrZava i kontrolira dvojako: turbidostatski i kemostatski.

U turbidostatu se ukupna mikrobna populacija odrzava
stalnom pomocu fotocelije koja mjeri optiCku gustoéu kulture
i regulira pritok svjezeg supstrata. Kad se opticka gustoca
poveca iznad odredene razine, automatski se ukljuuje pumpa
koja dovodi svjezu podlogu u bioreaktor. Kako se sadrZaj
reaktora dobro mijeSa, a obujam hranjive podloge odrzava
stalnim pomocu preljevne cijevi, kultura se razrjeduje uz
istodobno izdvajanje dijela iskoriStene podloge i prirasta
stanica iz reaktora. Taj sustav nema veCu primjenu ni u
laboratorijskom ni u industrijskom mjerilu zbog teSkoca
mjerenja koncentracije stanica u reaktorima.

U kemostatskom nacinu kontrole i odrzavanja ustaljenog
stanja (si. 12) hranjiva je podloga tako sastavljena da su svi
hranjivi sastojci osim jednoga bitnog u suvisSku, Sto proizlazi
iz materijalne bilance biomase odredenog sastava. Taj bitni
hranjivi sastojak ograniava rast i time kontrolira koncentra-
ciju stanica u kulturi. Pojam kemostat oznacuje stalnost
kemijskih svojstava hranjive podloge u ustaljenom stanju.
Kao ogranic¢avajuci faktor rasta (grani¢ni supstrat) moZe se
odabrati bilo koji sastojak hranjive podloge, a naj€eSce je to
izvor ugljika. Pritom se svjeza hranjiva podloga dovodi u
reaktor odabranim protokom (brzinom protjecanja), toliko
malim, da brzina razrjedivanja kulture bude manja od
maksimalne specifitne brzine rasta. Zato se koncentracija
stanica ubrzo ustali na vrijednosti koja odgovara koncentraciji
odabranoga grani¢nog supstrata.

Mzlazni
Napoj ni tok -Q plinovi
Zrak- Filtar Preljevna
cijev

Stalni
obujam (V)

X,C* r lIzlazni

tok

Sl. 12. Shema kemostata za kontinuirani uzgoj; X masena

koncentracija mikrobnih stanica, cs masena koncentracija

graniénog supstrata, V korisni obujam reaktora, F obu-
jamni protok svjeZe hranjive podloge
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Jednostupanjski kemostat. Kontinuirani postupak uzgoja
mikroorganizama najbolje je razmotriti u jednostupanjskom
kemostatu. Pod jednostupanjskim se kemostatom razumijeva
kontinuirani sustav s biokemijskim reaktorom s idealnim
mijeSanjem u kojemu je sastav mikrobne Kkulture jednak u
Citavom obujmu supstrata. Zbog toga je sastav izlaznog toka
iz reaktora jednak sastavu cjelokupnog sadrZaja reaktora.

U kemostatu vlada ustaljeno stanje, a zbivanja u njemu
opisuju jednadzbe koje povezuju koncentraciju mikrobnih
stanica i graniénog supstrata s neovisnom varijablom, proto-
kom svjeze hranjive podloge.

Materijalna se bilanca biomase moze opisati izrazom u
kojem se za procjenu promjene njene koncentracije uzima u
obzir biomasa koja ulazi i koja izlazi iz kemostata, te prirast
biomase i njen gubitak zbog izumiranja mikrobnih stanica:
-d*:-':x0-£x+fix-ax, (21)
gdje je Fobujamni protok svjeze hranjive podloge, V korisni
obujam kemostata, x0i x masena koncentracija biomase koja
ulazi odnosno koja se nalazi u kemostatu, a a specificna
brzina izumiranja. Ako je x0=0 (u sterilnim uvjetima), a
[i>a, izraz (21) za ustaljeno stanje (d*/di=0) moze se
pojednostavniti, pa izlazi

(22)

Specifi€na brzina rasta odredena je, dakle, kvocijentom
protoka i obujma hranjive podloge koji se definira kao brzina
razrjedivanja D. Uvjet je za uspjeSan kontinuirani proces
uzgoja mikroorganizama da brzina razrjedivanja bude jednaka
specifi€noj brzini rasta, Sto znaCi da stabilnost kontinuiranog
sustava ovisi 0 jednom specificnom parametru odabranog
mikroorganizma. To omogucuje da se za kontinuirani uzgoj
izraCuna protok svjezeg supstrata iz specificne brzine rasta
mikroorganizma u $arznoj kulturi.

Za materijalnu bilancu grani€nog supstrata uzima se u
obzir ulazni i izlazni supstrat, zatim supstrat utroSen za rast
i odrZzavanje te za nastajanje proizvoda metabolizma:

des F F \ix q?x
~dt~VCs~ V°s~ ~mE~ 5V

gdje su c¢' i cs masena koncentracija grani¢nog supstrata koji
ulazi i onoga koji se nalazi u kemostatu, a znacenja su ostalih
simbola kao u izrazu (11) i (21). Ako je mE<[ix/Yxjs, #p~0
i F/V =D =i, izlazi da u ustaljenom stanju (dcddr = 0) mora
biti

(23)

(24)

*X/S
(25)

Ovisnost izmedu koncentracije mikrobnih stanica i koncentra-
cije granicnog supstrata pokazuje da je prinos mikrobne
biomase neovisan o brzini rasta ili razrjedivanja ako su svi
ostali sastojci hranjive podloge u suvisku, a faktori okoline
(/?H, temperatura, koncentracija otopljenog kisika) konstan-
tni.

Koncentracija biomase i graninog supstrata mogu se
povezati s brzinom razrjedivanja s pomo¢u Monodova modela
prema izrazu (8). Taj izraz, primijenjen na kontinuirani
uzgoj, poprima oblik

X = Yvs(c's—c9).

D —Dc (26)
gdje je Dc kriti€na brzina razrjedivanja, tj. maksimalna brzina
s kojom kemostat jo§ moze raditi, a priblizno je jednaka
maksimalnoj specifi¢noj brzini rasta mikroorganizma u $arznoj
kulturi.

Ako se csizrazi kao funkcija od D, dobiva se izraz za
koncentraciju grani¢nog supstrata u ustaljenom stanju:

- _DK>_
“=Dr-D 20
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Uvrsti li se csu izraz (25), dobiva se ovisnost koncentracije
mikrobnih stanica u ustaljenom stanju o brzini razrjedivanja:

.4 _RKs)l

Primjenom izraza (27) i (28) mozZe se ponaSanje kemostata
prikazati graficki (si. 13). Vidi se da se s porastom brzine
razrjedivanja koncentracija stanica ne mijenja dok brzina
razrjedivanja ne dostigne neku kriti€nu vrijednost (Dc * aO-
Tada zapocinje ispiranje mikrobnih stanica iz bioreaktora, a
koncentracija grani¢nog supstrata na izlazu iz bioreaktora (cs)
priblizava se koncentraciji na ulazu (c').

(28)

SI. 13. Ovisnost masene koncentracije

mikrobnih stanica (*), masene kon-

centracije grani¢nog supstrata (cs) i

produktivnosti (Pr) o brzini razrjedi-

vanja (D) u jednostupanjskom kemo-
statu

Kemostat moZe raditi uz brzine razrjedivanja vece od
kriticnih (D > [i*) samo ako se dio biomase izdvaja na izlazu
iz bioreaktora i vraca u napojni tok (kemostat s reciklacijom
stanica). Materijalna bilanca biomase i grani¢nog supstrata
tada izgleda drugaCije. Materijalna bilanca viSestupanjskih
kontinuiranih sustava takoder se razlikuje od stupnja do
stupnja, ve¢ prema tome da li se i koliko se u viSe stupnjeve
uvodi svjezi supstrat.

Kontinuirani uzgoj mikroorganizama primjenjuje se u
prvom redu u proizvodnji primarnih metabolita kojima je
nastajanje bar djelomi¢no povezano s rastom. Medutim,
mnogi sekundarni metaboliti nastaju u kontinuiranoj kulturi
usporedno s rastom, i to Cesto s jednakom ili vecom
produktivno$¢u nego u Sarznoj kulturi. To se moZe protuma-
Citi tako da je u kontinuiranoj kulturi rast ograni¢en jednim
sastojkom hranjive podloge, a u uvjetima ograniCenja rasta
moze stanica aktivirati enzimne sustave potrebne za proizvod-
nju sekundarnih metabolita.

lako se kontinuiranim uzgojem mogu dobiti mnogi poznati
metaboliti, njegova je primjena za sada ograni¢ena samo na
procese kojima se, s obzirom na 8arzni uzgoj, postiZzu o€ite
tehnoloSke i ekonomske prednosti. Takvi su procesi proizvod-
nja etanola, krmnog kvasca, obradba otpadnih voda i si.

Sustavna analiza mikrobnih proizvodnih procesa. Mikrobni
su procesi kompleksni, pa je teSko analizirati dinamicka
svojstva mikrobnih sustava. Medutim, sve boljim analitickim
metodama sustav se moZe raSClaniti i pratiti na razlicitim
razinama. Sustavnom analizom najbolje se moZe pristupiti
tom poslu, a moderne mjerne tehnike omogucuju snimanje
mnogih parametara koji daju podatke o stabilnosti i poreme-
¢ajima nekog procesa. Kontinuirane kulture mikroorganizama
pomogle su da se bolje upoznaju mnogi aspekti metabolizma
i razli¢itih meduovisnosti, pa to ostaje najpouzdanija metoda
istrazivanja.

Utvrdivanje ustaljenih stanja, njihovih oscilacija i poreme-
¢aja osnova je razvoja mikrobnih procesa, bez obzira da li ¢e
se tehnoloSki proces voditi kontinuirano, s djelomi¢nom
reciklacijom biomase ili diskontinuirano.

PROIZVODI MIKROBNE TEHNOLOGIJE

Proizvodi mikrobne tehnologije mnogobrojni su i raznoli-
ki. Po koli€ini su najvazniji proizvodi alkoholnog vrenja pivo
i vino, alkoholna pic¢a, pekarski kvasac i proteinski kvasac
kao krma. U velikim se koli¢inama proizvode etanol (kao
bazna kemikalija, otapalo i energent, gorivo), aminokiseline
(glutaminska kiselina, lizin), organske kiseline (octena, mli-
je€na i limunska), hidroliticki enzimi (proteinaze i amilaze),
antibiotici, vakcine, steroidni i drugi hormoni, specificni
peptidi, te razli¢ite nove bioloSke aktivne tvari za proizvodnju
lijekova i dijagnostickih sredstava. Antibiotici, vakcine,
hormoni i proizvodi nove biotehnologije svrstavaju se u skupe
lijekove.
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Glavni proizvodi mikrobne tehnologije rezultat su bioke-
mijske katalize koju provode mikroorganizmi. Oni mogu od
iste polazne sirovine proizvesti razliCite proizvode, a vrsta i
tip proizvoda ovise o sposobnosti mikroorganizma, tj. njegova
enzimnog sustava, da provede razliCite biokataliticke reakcije.
To mogu biti:

jednostavne oksidoredukcije:

glukoza AsasillnB®-" glukonska kiselina,
sloZzene oksidoredukcije:
glukoza etanol,
polimerizacija:
glukoza y™P™"ngan d& ! dekstran,
biosinteze:
Kisik \
fosfor |

Scerevisiae= pekarski kvasac

duSik ) N Badllssirts- m amilolitiCki enzim

Mikrobna proizvodnja zapocinje pripremom hranjive pod-
loge i njenom sterilizacijom. Ohladena se podloga inokulira
mikrobnom kulturom i tada zapocinje mikrobioloSka faza
procesa, koja moZe biti anaerobna ili aerobna. Proizvodnja
konacno zavrSava izolacijom proizvoda (si. 6).

U mikrobnoj se proizvodnji kao biokatalizatori mogu
upotrebljavati stanice koje rastu ili su imobilizirane na nekom
nosaCu, a u nekim se reakcijama, npr. u jednostavnim
oksidoredukcijama ili polimerizaciji, stanice mogu zamijeniti
topljivim ili ¢mobiliziranim enzimima izoliranim iz mikrobnih
stanica (v. Enzimi, TE 5, str. 334).

Proizvod mikrobne tehnologije najceS¢e je metabolit
izluCen u okolinu (hranjivu podlogu), mikrobna biomasa ili
metabolit koncentriran u mikrobnoj stanici. BioloSki transfor-
mirana hranjiva podloga, prema tome, osim proizvoda,
mikrobnog metabolita, sadrzi i druge sastojke. To su:
proizvod (primarni ili sekundarni metabolit izlu€en u hranjivu
podlogu; do 20%), sporedni proizvodi (ostali metaboliti
izlueni u podlogu; do 10%), nepromijenjeni ostaci hranjive
podloge i aditivi (1—5%), mikrobna biomasa (glavni proi-
zvod, odnosno sadrzi glavni ili sporedni proizvod; do 7%) i
voda (80-95%).

Ponekad se bioloski transformirana hranjiva podloga
zajedno s mikrobnim stanicama, bez izdvajanja i prociS¢ava-
nja, upotrebljava kao proizvod (jogurt, Kkiselo mlijeko,
sirovi). Cesto se iz transformirane (prevrele) podloge jedno-
stavnim metodama izdvaja samo biomasa i ostale suspendirane
Cestice, a transformirana se podloga upotrebljava kao proi-
zvod (npr. vino i pivo). Medutim, najCeSce, izdvajanje,
koncentriranje i proc¢is¢avanje proizvoda zahtijeva sloZenu
opremu i mnogo razli¢itih tehnoloSkih operacija, osobito kad
je proizvod sastojak mikrobne stanice.

U ovom se Clanku opisuje proizvodnja samo nekih
najvaznijih predstavnika mikrobnih proizvoda koji se medu-
sobno razlikuju po tipu biokataliticke reakcije u kojoj nastaju
i po regulaciji metabolizma potrebnog za njihovo nastajanje,
nakupljanje ili izlu€ivanje u hranjivu podlogu. Neki od ostalih
proizvoda mikrobne proizvodnje opisani su u drugim ¢lancima
(v. Antibiotici, TE1, str. 305---308; v. Enzimi, TE 5, str.
341-345).

Proizvodnja mikrobne biomase

Industrijski se proizvode biomase kvasaca, bakterija,
plijesni i jednostani¢nih algi. Mikroorganizmi se uzgajaju na
razliCitim tekucim supstratima koji moraju sadrZavati sve
sastojke potrebne za rast biomase (biogene elemente: ugljik,
dusik, vodik, fosfor i kisik, zatim mineralne soli i faktore
rasta).

Biomasa kvasaca. Najduze je poznata i najbolje uvedena
proizvodnja biomase kvasaca, jer ona sluzi u proizvodnji
alkoholnih pi¢a (pivo, vino, voéna vina, rakije), industrijskog
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alkohola (etanol), proizvoda za pekarstvo (svjezi, suhi aktivni
i instantni kvasac), industrijski preradene hrane (prehrambeni
kvasac) i krmiva (krmni kvasac).

Hranjiva podloga za uzgoj kvasaca mora sadrzavati lako
razgradljive ugljikohidrate (glukoza, fruktoza, saharoza, mal-
toza, laktoza, pentozni Seceri), izvore duSika, fosfora, sum-
pora i svih drugih elemenata od kojih je izgradena kvaSCeva
stanica.

Rast se ubrzava ako hranjivi supstrat sadrzi aminokiseline
i stimulatore rasta poput biotina, inozitola, tiamina, pantoten-
ske kiseline, riboflavina i p-aminobenzojeve kiseline.

Prirodni supstrati poput mosta, vo¢nih sokova i pivske
sladovine sadrZze sve osnovne sastojke i faktore rasta potrebne
za uzgoj kvasca, pa se upotrebljavaju za proizvodnju biomase
kvasca i za proizvodnju alkoholnih pica.

Za proizvodnju pekarskog, prehrambenog i krmnog kvasca
upotrebljavaju se razlicite jeftinije sirovine, kao melasa,
sirutka, sulfitna luzina i frakcije nafte (npr. ravnolancani
alkani). Takvi supstrati zahtijevaju dodatke (amonijeve i
druge mineralne soli, kva3Cev ekstrakt, hidrolizate $kroba
itd.), jer ne zadovoljavaju sve potrebe za rast kvasaca.

Pekarski, prehrambeni i krmni kvasci uzgajaju se aerobno,
pretezno SarZznim procesom. Uzgoj zapocinje u laboratoriju
umnoZavanjem Giste kulture odabranih kvasaca. Ciste kulture,
naj¢edce nabavljene iz zbirki kvasaca (npr. NCYC, Engleska),
Cuvaju se na kosom agaru pri + 4 °C, te postupno precjepljuju
u 5—10 puta veéi obujam sterilnog supstrata, sve dok se ne
dobije potreban obujam inokuluma za nacjepljivanje pogon-
skog propagatora.

Oprema za proizvodnju (reaktori i cjevovodi) sterilizira se
vodenom parom ili kemijskim sredstvima. Hranjivi se supstrati
mogu toplinski sterilizirati, ali se ¢e$¢e primjenjuju postupci
za smanjenje moguée kontaminacije poput pasterizacije,
kuhanja, dodatka kemijskih sredstava (sumpor-dioksid, klor)
ili zakiseljavanja (pH 4,5).

SvjeZi pekarski kvasac. To je kvasac vrste Saccharomyces
cerevisiae §to se proizvodi na melasi Seéerne repe ili trske (si.
14). Melasa se razrjeduje vodom do 40% suhe tvari, bistri se
i pasterizira. Posebno se priprema vodena otopina amonijaka,
amonij-hidrogenfosfata ili drugih amonijskih soli, magnezij-
-sulfata, biotina, a cesto i tiamina. Mala koli¢ina tako
pripremljene melase i soli (pH = 4—4,5) uvodi se asepti¢no
u sterilni bioreaktor, razrjeduje vodom do 5% suhe tvari i
inokulira kvascem iz propagatora. Prva se kvaSCeva generacija
proizvedena u pogonu naziva malom maticom, a druga
velikom maticom. Mati¢ni se kvasac u obliku kvasCeva
mlijeka (20% suhe tvari) Cuva u posudama s dvostrukim
stijenkama (duplikatorima) na + 4 °C i upotrebljava se kao
inokulum za generaciju prodajnog kvasca. Kako je proces
uzgoja kvasca aeroban, nakon inokulacije se u bioreaktor
preko perforiranih cijevi ili specificnih rasprSivaca uvodi
sterilan zrak. KvaS€eve stanice brzo troSe raspolozive hranjive
sastojke, pa se bioreaktor prihranjuje svjezom hranjivom
podlogom. Postepeno dodavanje supstrata ili prihranjivanje
potrebno je zato S$to visoke koncentracije SeCera (saharoze,
glukoze ili fruktoze) djeluju represivno na enzime disanja, pa
bi Secer, kad bi se u bioreaktor odjednom dodala sva melasa,
umjesto konverzije u biomasu, fermentirao u etanol. Rast je
kvasca eksponencijalan, pa se koli¢ina hranjivih sastojaka i
zraka u toku uzgoja mora eksponencijalno povecavati. To se
postiZze uredajem za doziranje i automatsko vodenje procesa.
Zbog intenzivne aeracije i brzog rasta supstrat se pjeni i
oslobada se toplina. Pjenjenje se suzbija razli¢itim kemijskim
sredstvima (poli(propilen-glikoli) i silikoni), a viSak topline
odvodi se rashladnim sredstvom koje cirkulira kroz rashladni
plast bioreaktora. Temperatura se odrzava na 30 °C, apH na
4—4,5 dodatkom potrebnih koli€ina amonijskih soli, odnosno
sulfatne Kiseline.

Pri kraju uzgoja zaustavlja se prihranjivanje bioreaktora,
ali se nastavlja aeracija. Ta faza traje 1—2 sata da bi se
potrosili svi hranjivi sastojci i sintetizirale rezervne tvari koje
omogudéuju odrZavanje kvasSCevih stanica na Zivotu tijekom
skladistenja.
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Konacna koncentracija suhe tvari kvasca u hranjivom
supstratu iznosi na kraju procesa 50---70g/L. Separacijom se
kvasac uguSéuje, pere vodom i ponovno uguS€uje na 200 g
suhe tvari po litri poluproizvoda, koji se naziva kvaSCevim
mlijekom. Ono se oslobada ekstracelularne vode na okvirnoj
filtarskoj preSi ili rotacijskom vakuumskom filtru. Tako se
dobiva svjez preSani pekarski kvasac s 27-*-30% suhe tvari
(ovisno o dodatku natrij-klorida). Kvasac se oblikuje u manje
ili veée blokove koji se moraju do upotrebe cuvati u
hladnjaku. Za proizvodnju 100 kg suhe kvaSceve fvari treba
200 kg saharoze, 10,32 kg amonijaka, 100,44 kg kisika i 7,7 kg
mineralnih soli, a osim kvasca nastaje 140,14 kg ugljik-diok-
sida i 78,12kg vode, a oslobada se i toplina od 1600 kJ.

Suhi aktivni pekarski kvasac proizvodi se poput svjeZega
pekarskog kvasca (si. 14). Za njegovu se proizvodnju
upotrebljavaju specijalno odabrani sojevi kvasaca koji mogu
saCuvati sposobnost vrenja i nakon suSenja. Prihranjivanje
svjezom podlogom pri kraju uzgoja prestaje neSto ranije.
Separacija i filtracija se provode tako da se dobije svjeZi
kvasac s priblizno 35% suhe tvari. To se postiZe dodatkom
od 0,2-+-0,6% natrij-klorida. Cesto se dodaju i sredstva koja
Stite kvasac tijekom suSenja (npr. stearati u koli¢ini od
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0,5*--1%). Kvasac se zatim ekstruzijom oblikuje u sitne
kuglice ili Stapi¢e promjera I-3m m i suSi u fluidiziranom
sloju kondicioniranim zrakom, tako da temperatura ne bude
viSa od 35 °C. Pakira se u atmosferi inertnog plina (dusik) u
nepropusnu ambalazu, pa se moze skladistiti duze vrijeme na
sobnoj temperaturi. Aktivnost je suhog kvasca za 25---35%
niza od aktivnosti svjezeg kvasca; prije upotrebe treba ga
rehidratirati i aktivirati u otopini Secera.

Instantni pekarski kvasac razlikuje se od suhog aktivnog
kvasca po tome Sto se moZe izravno dodati u brasSno bez
prethodne rehidratacije i aktivacije.

Prehrambeni kvasac sastoji se od inaktiviranih stanica,
najceSée pekarskog kvasca, koje se u prehrambenoj industriji
upotrebljavaju kao aditiv da bi se povecao udio proteina,
aminokiselina i vitamina u industrijski preradenoj hrani.
Proizvodi se kao svjezi pekarski kvasac koji se nakon
separacije termolizira a zatim susi.

Krmni kvasac. To je biomasa inaktivnih stanica razliCitih
vrsta kvasaca (Kluyveromyces fragilis, Candida utilis, C.
tropicalis, C. intermedia, C. pseudotropicalis, C. lipolytica),
proizvedena na sirutki, sulfitnom lugu, dzibri ili ravnolanca-
nim alkanima, koja se zbog visokog udjela proteina (do 50%)

SI. 15. Proizvodnja bakterijske biomase (komercijalni naziv proizvoda: Pruteen, tvrtka ICI)



TEHNOLOGUA, MIKROBNA 557

i vitamina upotrebljava kao dodatak krmivu. Ti su proizvodi
nazvani proteinima jednostani¢nih mikroorganizama, a proi-
zvode se slicno kao i prehrambeni kvasac, ¢esto kontinuiranim
postupkom. Po koli¢inama je najzanimljivija proizvodnja
kvaSCeve biomase na ravnolanCanim alkanima iz nafte, a
posebno je bila razvijena u SSSR. Tu proizvodnju karakteri-
zira visoka potreba za kisikom, Sto se vidi iz materijalne
bilance biomase: da bi se proizvelo 100 kg suhe kvaSceve tvari,
treba 100 kg heksadekana, 10,32 kg amonijaka, 7,5 kg mine-
ralnih soli i 241,06 kg kisika. Osim kvasca dobiva se 140,14 kg
ugljik-dioksida i 118,74 kg vode, a oslobada se toplina od
1600 kJ. U tom je postupku, dakle, potrebno 2,5 puta vise
kisika nego pri uzgoju na ugljikohidratima, a pritom treba
odvesti i mnogo viSe oslobodene topline.

Bakterijska biomasa. lako se proizvodi bioloSki aktivna
biomasa razliCitih bakterija koja se upotrebljava kao polazna
mikrobna kultura (tzv. starter-kultura) za razliCite svrhe
(razliciti mlije¢ni, mesni i drugi fermentirani proizvodi,
terapeutici, bioinsekticidi, bioloSka gnojiva itd.), po kolicini
je najvaznija proizvodnja inaktivne biomase bakterije Methy-
lophilus methylotrophus na metanolu (Pruteen, proizvod
tvrtke ICI). Ta se biomasa proizvodi u golemim bioreaktorima
u kontinuiranom procesu (si. 15), bogata je proteinima (do
80%), a sluzi kao dodatak krmivu ili emulgirana u vodi kao
zamjena za mlijeko u tovu teladi.

Biomasa plijesni. RazliCite se plijesni uzgajaju na otpadnim
vodama radi dobivanja biomase bogate lipidima i proteinima.
Najzanimljivija je proizvodnja biomase plijesni Fusarium
graminearum, koja se nakon djelomi¢nog uklanjanja ribonu-
kleinskih Kkiselina preraduje u strukturirani proizvod pod
imenom Myco-Protein i upotrebljava kao zamjena za meso.

Biomasa jednostani¢nih algi. Neke vrste jednostani¢nih
algi (Chlorella, Scenedesmus) mogu u umjetnom uzgoju dati
biomasu bogatu proteinima (do 75% suhe tvari), pa se
industrijski proizvode u staklenim bioreaktorima ili otvorenim
bazenima izloZzenim umjetnoj ili suncanoj svjetlosti. Osim
strogog odrZavanja rezima svjetla i tame, treba odrzavati

optimalnu temperaturu rasta 25--*30°C, te primjerenu kon-
centraciju ugljik-dioksida i kisika u zraku za provjetravanje
hranjivog supstrata. Proces je obi¢no mnogo duZi (7---21 dan)
nego pri uzgoju kvasaca, bakterija i plijesni. Pri optimalnim
uvjetima postize se dnevni prinos od 20 g suhe tvari biomase
po Cetvornom metru osvijetljene povrSine reaktora (bazena).

Alkoholna fermentacija

Razgradnjom 3Secera kvasci iz roda Saccharomyces u
anaerobnim uvjetima proizvode glikolitickim putem etanol:

Pirogrozdana

Glukoza —>Fruktoza-1,6-difosfat - A
kiselina

»Acetaldehid —Etanol,
prema jednadzbi

CeHID 6 2CHE0H +2C02 (29)

Od 100kg glukoze moze nastati 51,11 kg etanola i 48,89 kg
ugljik-dioksida, a oslobada se toplina od 60,47 kJ. Prakti¢ne
vrijednosti za proizvedenu masu etanola neSto su nize, jer
alkoholnu fermentaciju prati nastajanje sporednih proizvoda
vrenja poput glicerola i nekih visih alkohola, jantarne i drugih
organskih kiselina, te kvaS¢eve biomase. Koli¢ina sporednog
proizvoda ovisi 0 uvjetima vrenja i supstratu koji se fermen-
tira, pa to utjeCe i na cijenu proizvoda. Ve¢ prema vrsti
osnovnog supstrata (Secerne sirovine: voce, grozde, sirutka i
melasa; Skrobne sirovine: Zitarice i gomoljaste biljke; celulo-
zne sirovine: drvo i slama) dobivaju se razliciti fermentirani
proizvodi (si. 16) koji se mogu upotrijebiti izravno (vocna
vina, vino, pivo, sake itd.) ili se prvo destiliraju (vo¢ne rakije:
Sljivovica, kruSkovaca i konjak; Zitne rakije: viski i dZin;
Secerne rakije: rum i brendi, te sirovi, rafinirani i apsolutni
alkohol).

Proizvodnja etanola. Etanol se danas proizvodi od petroke-
mikalija i fermentacijom. Visoka cijena i ogranicene rezerve

PRIMARNE i Secerna trska " Zitarice Drvo i
> Mlijek
SIROVINE { Voce Sederna repa teko Gomoljasto bilje piljevina
PRERADBA U MEDBUPROIZVODE ILI PROIZVODE
- — Sir -Celuloza
Secer
SEKUNDARNE Voéna Sirovi : Skrobna Zitni Celulozna Sulfitni
SIROVINE ¢ komina sok Melasa Sirutka komina hidrolizat komina lug
Bistrenie Deprotei- Enzimna Kiselinska, bazna Uklanianie
OBRADBA istren) nizacija hidroliza ili enzimna -xranjan)
; . inhibitora
hidroliza
SUPSTRAT ZA FERMENTACIJU
Fermentacija -co2
Prevrela komina Fer_menti_rana pica,
(pivo, vino, sake)
PROIZVODNJA < Dzibra - Destilacija <estoka pica (rakije,

SI. 16. Proizvodnja pica i

brendi, konjak, viski)

Sirovi alkohol

Rafinirani alkohol Apsolutni alkohol

etanola od razli€itih sirovina
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nafte povecavaju mikrobnu proizvodnju etanola u mnogim
zemljama, osobito onim koje nemaju nafte, a raspolazu
obnovljivim sirovinama kao $to su Secerne, Skrobne i celulozne
poljoprivredne kulture. Jugoslavenska godiSnja proizvodnja
industrijskog etanola, pretezno iz melase i kukuruza, prema-
Sivala je 50000 tona.

Sirovine za industrijsku proizvodnju etanola fermentaci-
jom svrstavaju se u polisaharidne i Secerne. Polisaharidne su
sirovine Zzita, gomoljaste biljke i drvo, a Secerne su Secerni
sok, melasa i sirutka. Polisaharidne sirovine moraju se prije
fermentacije oSeceriti enzimnom ili kiselinskom hidrolizom.
Samljevene se sirovine prethodno ukome s vodom i podvrgnu
toplinskoj obradbi pri povisenom tlaku, kako bi se razorile
stani¢ne strukture te polisaharidi doveli u oblik pogodan za
enzimnu ili kiselinsku hidrolizu (si. 17). Skrobni supstrati
uglavnom se hidroliziraju hidrolitickim enzimima kojima je
optimalno djelovanje pri pH 5,5%-6,5 u temperaturnom
rasponu od 60---90°C (termostabilne a-amilaze). U hidrolizi
celuloznih supstrata jo$ uvijek prevladavaju postupci s kiseli-
nama ili luZinama.

SI. 17. Shema kontinuiranog kuhanja i oSecerivanja Skrobnih sirovina

Koncentracija fermentabilnih $e¢era u kominama ovisi o
nacinu vodenja vrenja. Pritom se u diskontinuiranom procesu
razlikuju postupci: klasi¢ni doljevni, modificirani semiaerobni
doljevni i Melle-Boinotov. Proces se moze voditi i kontinuira-
no. Seéerne i o3ecerene polisaharidne komine treba prije
fermentacije obogatiti izvorima duSika i fosfora (amonij-sulfat
i amonij-fosfat). Komina se inokulira potrebnom masom
odabrane kulture kvasca i fermentira u fermentoru. Toplina
oslobodena fermentacijom odvodi se rashladnim sredstvom,
a nastali se ugljik-dioksid odvodi u stanicu za prikupljanje,
gdje se pere, komprimira i puni u celiCne boce.

Nakon zavrSene fermentacije iz prevrele se komine izdvaja
kvaséeva biomasa, a tekuéi se dio komine odvodi na
izdvajanje etanola. lako su danas poznate mnoge metode
izdvajanja (destilacija, ekstrakcija otapalima, membranska
separacija itd.), u industriji jo§ uvijek prevladava destilacija
i rektifikacija uz potroSak od 1,5e*4,5 kg pare za 1kg etanola,
$to ovisi 0 primijenjenom sustavu destilacije (dvije, tri ili Cetiri
kolone, destilacija prema Barbetu, destilacija prema Othmeru
i vakuumska destilacija). Pritom se dobiva vrlo kvalitetan,
neutralan i rafiniran alkohol s 94---96% etanola. Rafinirani
je alkohol sirovina za proizvodnju bezvodnog (apsolutnog)
alkohola. Za izdvajanje vode iz rafiniranog etanola postoji
takoder mnogo postupaka, npr. dehidratacija benzenom,
pentanom ili eterom i drugi.
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Etanol se iz melase proizvodi modificiranim semiaerobnim
doljevnim postupkom. U industriji je najraSireniji 3arzni
postupak, a karakterizira ga istodobna proizvodnja etanola i
suhog, neaktivnog (prehrambenog ili krmnog) kvasca (si. 18).
U pocetku vrenja u fermentor se uvodi zrak, §to ubrzava rast
kvasca. Prisutnost kisika ne utjeCe na nastajanje alkohola dok
je koncentracija Seera u bioreaktoru dovoljno visoka
(4-“6%) da izazove represiju enzima disanja. Proces se zatim
do kraja fermentacije vodi anaerobno. Kvasac se iz prevrele
komine izdvaja separacijom, a kad je potrebno, reciklira u
fermentor. ViSak se kvasca termolizira, suSi i prodaje kao
prehrambeni ili krmni kvasac.

Taj je tip procesa osnova kontinuirane proizvodnje
etanola, koja se izvodi viSestupanjski u 3-**5 fermentora.
Pritom se u prvi fermentor kontinuirano dovodi svjeZ supstrat
i reciklira dio biomase iz prevrele komine koja izlazi iz
posljednjeg fermentora u nizu.

Proizvodnja limunske kiseline

Proizvodnja limunske Kiseline stalno raste zbog Siroke
primjene u prehrambenoj, kemijskoj i farmaceutskoj industri-
ji. Svjetska proizvodnja iznosi vise od 3000001 godiSnje.

Limunska je kiselina hidroksitrikarboksilna kiselina koja
nastaje od glukoze u nizu oksidoredukcijskih reakcija. Pojed-
nostavnjeno se njena mikrobna proizvodnja moZe prikazati
jednadZbom:

2CAH 6+ 3020 2CEHB 7+ 4HX).

Proizvodi se od Secernih ili ugljikovodi¢nih sirovina (tabl. 3)
u izrazito aerobnom procesu, pa se hranjiva podloga tijekom
procesa snazno aerira ili oksigenira. U industrijskoj se
proizvodnji pretezno upotrebljavaju Secerne sirovine, a mi-
krobni proces moze biti povrSinski ili submerzni. Limunska

(30)
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Tablica 3

USPOREDBA TEHNOLOSKIH POKAZATELJA PROIZVODNJE B
LIMUNSKE KISELINE NA UGLJIKOHIDRATNIM | UGLJIKOVODIC-
NIM SUPSTRATIMA

Osnovni supstrat
Pokazatelj
ugljikohidrati ugljikovodici
Proizvodni mikro-
organizam

Aspergillus niger Candida lipolytica
Candida oleophila
Corynebacterium sp.
n-alkani (Q —C2)

Osnovni sastojci hranjive Seceri 12- 20%

podloge (melasa/saharoza, izvori dudika
glukoza, maltoza) mineralne soli
mineralne soli
Temperatura 30 °C 30 °C
pH 2,2 (za podlogu na 3,5-5,0
bazi Secera)
5---6 (za melasnu podl.)
Inokulum konidiospore ili mi- vegetativne stanice
celij u obliku peleta
Tip procesa aeroban aeroban

Nacin izvodenja povrsinski (od 1923)
submerzno (od 1952)
povrsinski: 8---11 dana

submerzno: 6—7 dana

submerzno (od 1975)

3--4 danaili
kontinuirano

Trajanje procesa

Koncentracija limunske do 150 g/L
kiseline na kraju procesa
Stupanj konverzije 0,7-0,8g/g 1,09/g

osnovnog supstrata u
limunsku Kiselinu

se kiselina nagomilava u toku oksidacije SeCera u ciklusu
trikarbonskih kiselina samo kad je sprijeCen njezin dalji
metabolizam. To se postize regulacijom pH i udjela teSkih
metala, osobito Zeljeza, mangana i cinka. Zato uspjesna
proizvodnja limunske Kiseline ovisi o vrlo preciznoj kontroli
proizvodnih parametara.

AKko je osnovna sirovina melasa, ona se najprije podvrgava
bistrenju i smanjenju koncentracije teSkih metala (Zeljezo,
mangan, cink), zatim se razrjeduje vodom i sterilizira (si. 19).
Tako pripremljenoj hranjivoj podlozi dodaju se anorganske
soli i inokulum plijesni Aspergillus niger u obliku spora ili
kao vegetativni micelij (pelet). Radi smanjenja rasta micelija
i povecanja prinosa kiseline podlozi se moze dodati metanol
(2--*3%), etanol, metil-acetat ili Skrob.

Nakon 6**11 dana mikrobnog procesa, Sto ovisi o tehnici
kultivacije, izdvaja se limunska kiselina. lzdvajanje i pro¢is¢a-
vanje limunske kiseline za prehrambene svrhe sloZenije je od
mikrobioloSke faze procesa. Zato se melasa u suvremenoj
proizvodnji zamjenjuje €istim Secerima, npr. saharozom. lako
to poskupljuje hranjivu podlogu, postupak je izdvajanja
mnogo jednostavniji.

Proizvodnja glutaminske kiseline

Natrijska sol glutaminske kiseline upotrebljava se kao
aditiv (pojacivac okusa) u prehrambenoj industriji. Zahvalju-
juéi tome, te primjeni u farmaceutici, godiSnja mikrobna
proizvodnja glutaminske kiseline u svijetu (400000 t) prema-
Suje proizvodnju svih ostalih aminokiselina. Najveci je
proizvoda¢ Japan. U Jugoslaviji se ta kiselina ne proizvodi.

Glutaminska Kiselina nastaje od a-ketoglutarne kiseline
dobivene aerobnim metabolizmom Seéera (si. 20) ili ugljikovo-
dika.

2j] .
—I— » Acetil-koenzim A (CoA)’
Glukoza-—Piruvat coz r Citrat
- Oksal-acetat -
Citrat- -lzocitrat- === NADP —-—--- - Glutamat
Dehidrogenaza Dehidroge_naza
izocitronske L-glutaminske
kiseline kiseline
a-ketoglutarat- - NADPH 9-------- -a-ketoglutarat

+co02 +nh:

Sl. 20. Dobivanje glutaminske kiseline od glukoze (koenzim NADP = nikotina-
midadenindinukleotid-fosfat, koenzim NADPH2= reducirani oblik NADP)

Sirova melasa
Raz_rjediv_anje Kiselina
Bistrenje
Naklijale Uklanjanje Heksacija-
spore/peleti tedkih metala noferat
Mikrobni Mineralne
Spore proces soli
Sredstva Zrak/Kisik
protiv
pjenjenja
Kontrola pH
Prihvatni
spremnik
Pomoéna I .
Izdvajanje Otpadni
sredstva micelija micelij
za filtraciju
TaloZenje
Ca(OH)2 oksalata
Separacija Ca-oksalat
Talozenje
Ca(OH)2 Ca-citrata
s " Otpadni
eparacija tekuéi dio
Zakiseljavanje
sumpornom
kiselinom
Separacija Ca- sulfat
Prihvatni
spremnik
Procis¢avanje aktivnim
ugljenom i ionskom izmjenom
Uparivanje
Kristalizacija
Separacija
Susenje Pakiranje

Sl. 19. Proizvodnja i izolacija limunske kiseline iz melase

L-glutaminsku Kiselinu izluCuju odabrani sojevi bakterija
Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum i Brevi-
bacterium divaricatum (tabl. 4). Za visoke prinose glutaminske
kiseline (oko 60g/L) treba omoguditi njeno izlu€ivanje iz
bakterijske stanice, a to znaci sprije€iti regulaciju sinteze
povratnom vezom. To se postiZe tako da se poveca propusnost
membrane za bakterije dodatkom faktora rasta biotina u
pogodnoj koncentraciji (oko 2,5 pg/L podloge). Propusnost
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Tablica 4

TEHNOLOSKI POKAZATELJI PROIZVODNJE
I-GLUTAMINSKE KISELINE

Proizvodni
mikroorganizam

Micrococcus glutamicus

(Corynebacterium glutamicum), Brevibacterium
jlavum, Brevibacterium divaricatum (Secerni
supstrati) ili Nocardia erythropolis (Corynebac-
terium hydrocarboclastus)

(alkanski supstrati)

glukoza, saharoza (hidrolizirani $krob, melasa)
octena kiselina, etanol (5-” 10%), mineralne
soli (KH2P 04, M gS04, FeS04, CaC03), biotin

Osnovni sastojci
hranjive podloge

(do 5 Nig/L)

Temperatura 30-35 °C
pH 7—8
Tip procesa aeroban
Trajanje procesa 2—3 dana
Koncentracija glutamin- do 50 g/L

ske kiseline na kraju

procesa
Stupanj konverzije os- 0,6 g/g

novnog supstrata u glu-
taminsku kiselinu

membrana i staniénog zida takoder se moZe promijeniti
djelovanjem oleinske kiseline, nekih detergenata i penicilina.

EKONOMSKA VAZNOST BIOTEHNOLOSKE
PROIZVODNJE

Godis$nji porast biotehnoloSke proizvodnje procjenjuje se
na 12%. U skladu s tim, predvida se da ¢e krajem XX. st.
vrijednost farmaceutskih proizvoda dobivenih biotehnoloski
premasiti dvadeset i tri milijarde dolara (tabl. 5).

Tablica 5
E’ROGNOZA VRIJEDNOSTI BIOTEHNOLO-
SKE PROIZVODNJE FARMACEUTSKIH
PROIZVODA U SVIJETU POTKRAJ
XX. STOLJECA

Godisnja vrijednost

Proizvod (milijarde dolara)
Proteini 15,00
Aminokiseline 2,40
Peptidi 2,00
Antibiotici 2,00
Peptidni hormoni 1,26
Enzimi 0,50
Vitamini 0,43
Antivirusni agensi 0,20
Nukleotidi 0,07
Ukupno 23,86

Tablica 6

PROIZVODNJA GLAVNIH BIOTEHNOLOSKIH
PROIZVODA MIKROBNE TEHNOLOGIJE U JU-
GOSLAVIJI (1986)

Proizvod Koli¢ina

Vino 6000000 hL
Pivo 12000000 hL
Ocat (10% octene Kiseline) 600000hL
SvjeZi pekarski kvasac 37000t

(27% suhe tvari)
Suhi aktivni pekarski kvasac 4000 t

(92% suhe tvari)
Prehrambeni kvasac (92% suhe 3000 t

tvari)

Krmni kvasac (92% suhe tvari) 3500 t
Rafinirani alkohol 52000t
Tehnicki alkohol 5500 t
Limunska kiselina 3500t
Tehnicka mlije¢na kiselina 800 t
Penicilin 60t
Tetraciklini 500 t
Bacitracin 400 t
Dekstran 15t
Askorbinska kiselina 1200t
Enzimi 50t

Smatra se da ¢e se vrijednost biotehnoloSke proizvodnje
sasvim pribliZiti vrijednosti kemijskih proizvoda koji se
dobivaju sintezom iz nafte i prirodnog plina.

TEHNOLOGIJA, MIKROBNA - TEKSTIL

BiotehnoloSki proizvodi vrlo se razlikuju po cijeni. Udio
fermentiranih alkoholnih pi¢a (vino, pivo) te destiliranih
alkoholnih pi¢a golem je i teSko je procijeniti vrijednosti
opsega svjetske proizvodnje. Po vaznosti slijedi pet glavnih
biotehnoloSkih proizvoda: antibiotici su 1985. god. Cinili 63%
ukupne vrijednosti, etanol kao otapalo 21%, organske
kiseline 8%, aminokiseline 5%, te industrijski enzimi 3%.
Kad se te kemijske i farmaceutske sirovine pretvore u trzne
proizvode i gotove lijekove, njihova vrijednost iznosi vise od
pedeset milijardi dolara, a procjenjuje se da ¢e poCetkom
sljedeéeg desetljeca ta vrijednost biti mnogo veca.

Jugoslavenska biotehnoloSka proizvodnja (tabl. 6) poka-
zuje da prevladava tradicionalna biotehnologija, a uvode se
proizvodi na osnovi genetickog inZenjerstva.
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V. Johanides V. Marié

TEKSTIL, uopceni naziv za vlakna i sve proizvode
nacinjene od njih bilo kojom preradivackom tehnologijom,
tj. predenjem, tkanjem, pletenjem, pustanjem, iglanjem,
lijepljenjem i si. To znaCi da pojam ukljucuje sve linearne i
ploSne tekstilne tvorevine te iz njih konfekcionirane proizvo-
de. U posljednje se vrijeme za takve tvorevine i proizvode
uvodi i naziv tekstilije. Prema nekim shvacanjima u tu skupinu
treba uvrstiti i proizvode koji nisu izradeni od vlakana, a
imaju izrazit tekstilni izgled, karakter i namjenu.

RijeC tekstil izvorno oznacuje tkane proizvode (lat. texere
tkati, textilis tkan).

Kako je prva primjena tekstila bila uvjetovana u prvom redu primarnim
¢ovjekovim potrebama (zastita od hladnoce), to pocetke izradbe tekstila treba
traziti u prethistoriji. Najraniji dokazni materijal potjeCe iz neolitske kulture
(oko <—5000. godina), a radi se o izratku nacinjenu tehnikom tzv. basket-tkanja.
Gotovo je sigurno da je tkanju morala prethoditi izradba prede. Pamuk, vuna,
lan i svila upotrebljavali su se jos u drevnom Egiptu. Postoje materijalni dokazi
o primjeni pamuka u Indiji otprilike <-3000. godine, a prema kineskim
kroni¢arima u to se razdoblje datira i proizvodnja svile u Kini. Posebno je
zanimljivo da se mnogi proizvodi nacinjeni u tom ranom razdoblju drevnih
civilizacija odlikuju profinjeno3¢u i ljepotom kojoj se moze zavidjeti, $to znaci
da se ve¢ tada, osim funkcionalnosti, vaznost davala obliku i dizajnu.

Izradba tekstila na americkom tlu takoder datira iz prethistorijskog doba.
Zanimljivo je da su peruanske tkanine nalikovale na drevne egipatske, premda
nije vjerojatno da je medu njima postojao ikakav kontakt. Inke i Navaho
Indijanci izradivali su tkanine posebne teksture i ornamentike, obojene izrazito
Zivim i briljantnim tonovima.

Na europsko tlo proizvodnja tekstila dolazi s Istoka preko Male Azije, a
kad su Arapi 827. zauzeli Siciliju, Palermo postaje srediSte proizvodnje
prekrasnih vunenih, a kasnije i svilenih tkanina ukraSenih zlatnim nitima. 1z
Italije se proizvodnja tekstila prenosi u Francusku (XV. st.). Posebno postaju
cijenjeni flamanski tkalci koji su to umijece prenijeli i u druge europske zemlje,
u prvom redu u Englesku, koja nakon poznatog Nanteskog edikta postaje
vodeéa europska zemlja u proizvodnji tekstila. Taj primat izgubila je tek u
nedavnoj proslosti.



