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Kratki opis patentne prijave:

lzum se odnosi na metodu i mirkoorganizme za mikrobioloSku proizvodnju piruvata iz ugljikohidrata i alkohola.
Postojeci kemijski procesi i metode za proizvodnju piruvata su tehnicki sloZeni i skupi. Osnovni nedostatci postojecih
bioloskih procesa su da se koristeni supstrati ne mogu 100 % konvertirati u piruvat sto znacajno smanjuje iskoristenje
na produktu. Dodatno, sloZzen sustav regulacije koncentracije vitamina je nuzan u procesu mikrobioloske proizvodnje
piruvata iz glukoze. Ova inovativna metoda i mikroorganizmi omogucuju mikrobiolosku proizvodnju piruvata s
prakticki 100 %-tnom konverzijom supstrata. Intenzifikacija procesa proizvodnje piruvata mozZe se posti¢i upotrebom
mikroorganizama koji su genetski modificirani, odnosno kojima je brisana, umetnuta i / ili smanjena ekspresija
sekvence gena IdhA koji kodira enzim laktat dehidrogenazu.

METODA | MIKROORGANIZMI ZA MIKROBIOLOSKU PROIZVODNJU PIRUVATA IZ UGLJIIKOHIDRATA | ALKOHOLA
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Sazetak: Izum se odnosi na metodu proizvodnje piruvata fermentacijom. Intenzifikacija procesa proizvodnje piruvata iz
glukoze i acetata postignuta je upotrebom genetski modificirane i na antibiotik kanamicin rezistentne Escherichia coli
YYC202 IdhA::Kan.

1. Uvod

Kao rezultat provedbe procesa proizvodnje piruvata iz glukoze i acetata pomoéu genetski modificirane Escherichia coli
YYC202 dobivena je visoka koncentracija piruvata u reakcijskoj smjesi uz istovremeno nisko iskoriStenje na glukozi i
visoku koncentraciju sporednog produkta, laktata. Ovo je zahtjevalo daljnji rad na razvoju mikroorganizma u smislu
razvoja genetski modificirane Escherichia coli kojoj je brisana, umetnuta i / ili smanjena ekspresija sekvence gena IdhA
koji kodira enzim laktat dehidrogenazu. Uz to, a kako bi se sprijecila kontaminacija novo razvijenog mikroorganizma
tijekom dugotrajnih industrijskih fermentacijskih procesa, napravljena je dodatna genetska modifikacija kojom je
dobivena na antibiotik rezistentna Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan.

2. Opis patentne prijave

Dodatna intenzifikacija procesa proizvodnje piruvata iz glukoze postignuta je upotrebom genetski modificirane
Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan. Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan je mikroorganizam kojemu je smanjena ekspresija
nukleotidnih sekvenci koje kodiraju enzime piruvat-dehidrogenazu, piruvat-dekarboksilazu, piruvat-feredoksin-
oksidoreduktazu, piruvat flavodoksin-oksidoreduktazu, piruvat formiat-lijazu, fosfoenolpiruvat sintetazu, piruvat
oksidazu i / ili laktat dehidrogenazu kako je to pojednostavljeno prikazano na slici 1.
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz metabolickih puteva u genetski modificiranoj Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan
Primjenom genetski modificirane Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan proveden je niz pokusa proizvodnje piruvata u

kotlastom laboratorijskom reaktoru s dotokom za koji je ranije osmisljen inovativni sustav doziranja dvaju supstrata,
glukoze i acetata. U odnosu na isti pokus proveden s genetski modificiranom Escherichia coli YYC202, gdje je



postignuta konacna koncentracija piruvata, ¢ = 500 + 20 mmol dm™, uz relativno nisko iskoristenje piruvata na glukozi,
Y = 40 % te visoku koncentracijom sporednog produkta, laktata, pri provedbi pokusa s genetski modificiranom
Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan postignuta je znatno veéa koncentracija piruvata, ¢ = 700 + 22 mmol dm’, uz vece
iskoriStenje piruvata na glukozi, Y = 53 % te zanemarivu koncentraciju sporednog produkta, laktata.

U svrhu daljnje intenzifikacije procesa proizvodnje piruvata u istoj reaktorskoj konfiguraciji proveden je ponovljivi
proces koji je rezultirao povecanjem iskoriStenja piruvata na glukozi koje je iznosilo, Y = 85 %. Osim ovoga, provedena
je proizvodnja piruvata i u kotlastom proto¢nom reaktoru s povratnim tokom biomase $to je rezultiralo iskoristenjem
piruvata na glukozi koje je iznosilo, Y =62 %.

Kao konacno procesno rjesenje razvijen je potpuno integrirani proces proizvodnje piruvata koji je pojednostavljeno
prikazan na slici 2.
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Slika 2. Pojednostavljeni shematski prikaz laboratorijskog, potpuno integriranog procesa proizvodnje piruvata

Ovim procesnim rjeSenjem proizvodnja piruvata genetski modificiranom Escherichia coli YYC202 IdhA::Kan u
bioreaktoru integrirana je sa separacijom piruvata od ostalih komponenata reakcijske smjese. U svrhu provedbe
procesa separacije proizovdnji u bioreaktoru su dodani procesi separacije pri ¢emu su upotrijebljeni mikro i
ultraflitracijski procesi te elektrodijaliza $to je rezultiralo konatnom koncentracijom procis¢enog piruvata, ¢ =900 + 30
mmol dm'a, uz relativno nisko iskoristenje piruvata na glukozi, Y = 60 % te zanemarivu koli¢inu sporednog produkta,
laktata.

3.  Zakljucak

Razvijen je potpuno integrirani proces proizvodnje i separacije piruvata iz glukoze i acetata pomodéu genetski
modificirane Escherichia coli YYC202 |dhA::Kan pri ¢emu je postignuta koncentracija prociS¢enog piruvata, ¢ = 900 + 30
mmol dm?, uz relativno nisko iskoriStenje piruvata na glukozi, Y = 60 % te zanemarivu koli¢inu sporednog produkta,
laktata.
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