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Kratki opis patentne prijave:

Izum se odnosi na metodu proizvodnje piruvata fermentacijom. Postojeci kemijski procesi i metode za proizvodnju
piruvata su tehnicki sloZeni i skupi. Osnovni nedostatci postojeéih bioloskih procesa su da se koristeni supstrati ne
mogu 100 % konvertirati u piruvat Sto znacajno smanjuje iskoriStenje na produktu. Intenzifikacija procesa proizvodnje
piruvata bioloskim metoda moze se posti¢i upotrebom mikroorganizama koji su genetski modificirani, odnosno kojima
je smanjena ekspresija nukleotidnih sekvenci koje kodiraju enzime piruvat-dehidrogenazu, piruvat-dekarboksilazu,
piruvat-feredoksin-oksidoreduktazu, piruvat flavodoksin-oksidoreduktazu, piruvat formiat-lijazu, fosfoenolpiruvat
sintetazu i / ili piruvat oksidazu.

METODA ZA PROIZVODNJU PIRUVATA FERMENTACIJOM
Bruno Zeli¢, ¢lan Odjela kemijskog inZenjerstva, SveuciliSte u Zagrebu Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije,
bzelic@fkit.hr

Sazetak: Izum se odnosi na metodu proizvodnje piruvata fermentacijom. Intenzifikacija procesa proizvodnje piruvata iz
glukoze i acetata postignuta je upotrebom genetski modificirane Escherichia coli YYC202.

1. Uvod

Klasi¢ni kemijski nacin proizvodnje pirogrozdane kiseline je piroliza vinske kiseline uz prisustvo KHSO, i teskih metala
kao katalizatora pri temperaturi 200 °C. U zadnjih dvadesetak godina intenzivirana je primjena Cistijih tehnologija u
industrijskoj proizvodnji stoga je razvijeno vise procesa dobivanja pirogrozdane kiseline upotrebom biokatalizatora.

Jedan od tih procesa je dobivanje pirogrozdane kiseline iz glukoze i acetata upotrebom rekombinantne Escherichia coli
YYC202.

2. Opis patentne prijave

Intenzifikacija procesa proizvodnje piruvata iz glukoze postignuta je upotrebom genetski modificirane Escherichia coli
YYC202. Escherichia coli YYC202 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 i / ili piruvat oksidazu kako je to pojednostavljeno
prikazano na slici 1. Primjenom na ovaj nacin genetski modificirane Escherichia coli YYC202 moguce je glukozu kroz
unutarstanic¢ne reakcije te uz 100 %-tno iskoristenje konvertirati u piruvat. Kako bi se osigurali nutritivni preduvjeti za
rast i odrzavanje ostalih metaboli¢kih funkcija genetski modificirane Escherichia coli YYC202 potrebno je u reakcijski
medij dodati drugi supstrat, odnosno kosupstrat Sto je u predmetnom slucaju bio acetat.
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Slika 1. Pojednostavljeni prikaz metabolickih puteva u genetski modificiranoj Escherichia coli YYC202

Primjenom genetski modificirane Escherichia coli YYC202 proveden je niz Sarznih pokusa na tresilici te u
laboratorijskom kotlastom reaktoru i kotlastom reaktoru s dotokom pri ¢emu su kao supstrati koristeni glukoza i
acetat. Temeljem rezultata provedenih pokusa pokazano je da je do proizvodnje piruvata dolazi i s rastu¢im i s
nerastu¢im stanicama biomase te da piruvat nastaje isklju¢ivo iz glukoze, dok je rast biomase mogu¢ samo uz
istodobnu prisutnost glukoze i acetata. Ovime je dokazan da biomasa raste simultano na oba supstrata, odnosno da



nije moguce glukozu konvertirati u piruvat uz 100 %-tno iskoristenje . Osim toga ovim pokusima je ustanovljeno da
visoke koncentracije piruvata u mediju imaju za posljedicu inhibiciju rasta biomase, ali i inhibiciju nastajanja samog
piruvata. Pokusi provedeni na tresilici rezultirali su niskom konacnom koncentracijom piruvata, ¢ = 30 £+ 5 mmol dm?,
uz visoko iskoriStenje piruvata na glukozi, Y = 95 % Sto je neznatno manje od teoretski mogucih 100 %. Kod pokusa
provedenih u laboratorijskom reaktoru s dotokom ostvarena je kona¢na koncentracija piruvata, ¢ =30 £ 5 mmol dm?,
uz smanjenje iskoriStenje piruvata na glukozi koje je u ovim pokusima bilo, Y =75 %.

Kako bi se prevladali uoceni nedostatci procesa i povecéala konacna koncentracija piruvata u reakcijskoj smjesi do
razine koja omogucuje komercijalizaciju, proizvodnja piruvata je provedena u kotlastom laboratorijskom reaktoru s
dotokom za koji je osmisljen inovativni sustav doziranja oba supstrata sto je pojednostavljeno prikazano na slici 2.
Doziranje glukoze bilo je temeljeno na on-line mjerenju koncentracija glukoze u reaktoru, dok je doziranje acetata bilo
temeljeno na on-line mjerenju koncentracije CO, u izlaznoj plinskoj struji. Temeljen izmjerene koncentracije CO, u
izlaznoj plinskoj procesnoj struji racunata je, pomoc¢u u kuci razvijenog programskog paketa (MEDUSA, Research
Center Juelich, Germany), brzina proizvodnje CO, koja je jednaka brzini potrosnje acetata Sto je potvrdeno neovisnim
pokusima.
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Slika 2. Pojednostavljeni shematski prikaz laboratorijskog bioreaktora za proizvodnju piruvata sa sustavima za
doziranje glukoze i acetata

Primjena ovakvog reaktorskog sustava rezultirala je visokom konacnom koncentracijom piruvata, ¢ = 500 + 20 mmol
dm'3, uz relativno nisko iskoristenje piruvata na glukozi, Y = 40 % te visokom koncentracijom sporednog produkta,
laktata. Zbog toga je bilo nuzno usmjeriti daljnja istrazivanja na daljnji razvoj mikroorganizma, odnosno smanjiti
ekspresiju nukleotidnih sekvenci koje kodiraju enzim laktat dehidrogenazu.

3.  Zakljucak

Razvijen je proces proizvodnje piruvata iz glukoze i acetata pomoéu genetski modificirane Escherichia coli YYC202.
Primjenom inovativnih nacina vodenja procesa postignute su visoke koncentracije piruvata u reakcijskoj smjesi uz
istovremeno nisko iskoristenje na glukozi i visoku koncentraciju sporednog produkta laktata Sto je zahtjevalo daljnji
rad na razvoju mikroorganizma.
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