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Mikroorganizmi se primjenjuju u industrijskoj proizvodnji
Sirokog spektra proizvoda, od prehrambenih proizvoda,
biogoriva, organskih kiselina, aminokiselina, enzima,
proteina jednostani¢nih mikroorganizama (SCP), biopesticida pa
sve do lijekova, dodataka hrani i nutraceutika. Takoder se upo-

trebljavaju u bioremedijaciji oneciséenja tla, vode i zraka, obradi
otpadnih voda i izluZivanju metala iz ruda.

Uzgoj mikroorganizama

Mikroorganizmi se uzgajaju submerzno u tekucoj hranjivoj pod-
lozi ili povrsinski na ¢vrstom supstratu (npr. poljoprivredni ostaci,
skrobne sirovine). Na rast mikroorganizma utjecu:

e fizikalni ¢cimbenici — temperatura, pH, aktivitet vode i
osmotski tlak podloge, svjetlost (izvor energije), mijesanje,

* kemijski cimbenici — nutrijenti potrebni za rast
mikroorganizma (hranjiva podloga).

Za brz rast mikroorganizma i visoku produktivnost procesa po-
trebno je osigurati optimalne uvjete uzgoja (temperatura, pH, ak-
tivitet vode, osmotski tlak itd.) i sastav hranjive podloge.

Izvor ugljika i energije za rast i razmnoZzavanje

Stanici mikroorganizma potrebna je energija za aktivan transport
molekula i iona, sintezu makromolekula i drugih biomolekula,
pokretanje i endogeni metabolizam. Energiju dobiva iz okolisa
(svjetlost) ili kemijskim reakcijama u stanici. Metabolizam je skup
svih kemijskih reakcija koje se provode u nekom organizmu u
svrhu odrzavanja Zzivota, a dijeli se na katabolizam i anabolizam.
Katabolizam obuhvac¢a metabolicke reakcije u kojima se razgra-
duju organske molekule uz oslobadanje energije (npr. aerobna
razgradnja glukoze do CO, i vode). Oslobodena energija pohra-
njuje se kovalentnim vezama adenozin trifosfata (ATP), a trosi se
u anaboli¢kim reakcijama. Anabolizam obuhvaca sve metabolic-
ke procese u kojima se sintetiziraju makromolekule i druge bio-
molekule uz trosenje energije, tj. ATP-a.

Prema izvoru ugljika koji se upotrebljava za izgradnju stanic-
nih struktura mikroorganizmi se dijele na autotrofe i heterotro-
fe (tablica 1). Autotrofni mikroorganizmi upotrebljavaju CO,
kao jedini izvor ugljika, dok heterotrofni mikroorganizmi za rast
upotrebljavaju razlicite organske tvari kao sto su ugljikohidrati,
proteini, lipidi, organske kiseline itd. Metabolizam autotrofnih
mikroorganizama pokrece energija svjetlosti (fotoautotrofni) ili
energija dobivena oksidacijom anorganskih tvari (kemoautotrofi).
Heterotrofni mikroorganizmi mogu koristiti svjetlosnu energiju
(fotoheterotrofi) ili energiju dobivenu oksidacijom organskih tva-
ri (kemoheterotrofi). Medutim neki se mikroorganizmi ne mogu
svrstati ni u jednu od navedenih skupina te pojednostavljene
podjele mikroorganizama (tablica 1). Tako npr. miksotrofi cine
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zasebnu skupinu mikroorganizama koji mogu izmjenjivati hete-
rotrofan i autotrofan nacin rasta ovisno o uvjetima u okolini sta-
nice i fizioloskim uvjetima (npr. zelene mikroalge roda Chlorella).

Tablica 1 - Pojednostavljena podijela
ugljika i energije

mikroorganizama prema izvoru

Fotoautotrof Kemoautotrof | Fotoheterotrof | Kemoheterotrof
.
,%:T:—o CO, CO, organske tvari | organske tvari
—_ 3
5 oksidacija
N anorganskih . oksidacija
§ %D svjetlost tvari (H,S, svjetlost organskih tvari
g NH,*, Fe?*)
E fotosintetski . .
= Kariofi neki ki karioti | MNOgi
S | prokarioti rokariofi neki prokarioti| 1. .
£ | (cijanobakterija), P (Rhodobacter, P . .
I} . S (npr. (Clostridium) i
S | neki protisti Sulfolobus) Chloroflexus) rotiti
%—‘ (mikroalge) P

Vecina industrijskih mikroorganizama spada u skupinu kemohe-
terotrofa koji dobivaju energiju jednim od sljedecih procesa:

* aerobnom respiracijom (aerobno) — oksidacija organskih tvari
do CO, i H,O uz O, kao akceptor elektrona,

e fermentacijom (anaerobno) — anaerobna razgradnja glukoze
i drugih organskih molekula (npr. razgradnjom glukoze s
kvascem Saccharomyces cerevisiae nastaje etanol i CO,),

* anaerobna respiracija (anaerobno) — oksidacija organskih
tvari do CO, uz anorganske tvari kao akceptor elektrona (npr.
NO;~, SO,»).

Hranjiva podloga

Hranjiva podloga za uzgoj mikroorganizma sadrzava sve nutrijen-
te potrebne za sintezu stani¢nog materijala i energije te za sintezu
proizvoda metabolizma. Ovisno o koncentraciji u hranjivoj pod-
lozi, nutrijenti se dijele na:

* makronutrijente (> 107* M) — ugljik, dusik, vodik, kisik,
sumpor, fosfor, Mg?* i K¥,

* mikronutrijente (< 107* M) — Mo?*, Zn?*, Cu?*, Mn?*, Fe?*,
Ca**, Na*, vitamini, metaboli¢ki prekursori itd.

Izvor ugljika moze biti anorganska (CO,) ili organska tvar, $to ovisi
o vrsti mikroorganizma, odnosno metabolizmu stanice. Za indu-
strijski uzgoj heterotrofnih mikroorganizama najcesce se upotre-
bljavaju obnovljive sirovine kao sto je melasa, skrob, kukuruzni
sirup, sirutka, lignocelulozni hidrolizati itd. Organski izvori ugljika
su i primarni izvori vodika. Dusik se dodaje u podlogu u obliku
anorganskih soli (npr. amonijak, amonijeve soli) i/ili kompleksnih
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Priprema hranjive podloge

* makronutrijenti (C, N, H, P, S, K'i Mg)

* mikronutrijenti (Fe, Zn, Mn, Cu, Ca, Na, Al itd.)
* voda

l Sterilizacija
Priprema inokuluma

« Cista kultura

 umnozavanje radne kulture u laboratoriju

* umnozavanje inokuluma u pogonu (propagator)

Hranjiva podloga —»

Uzgoj u bioreaktoru

elektromotor . .
izlazni zrak
=

Kontrola i regulacija

- ik, co

* XisiK, L4, voda za hladenje
- temperatiira izlaz)

’FJe.”? ' (izlaz

« limitirajuci supstrat

« koncentracija biomase
« koncentracija proizvoda

voda za hladenje —»

(ulaz) sterilan zrak (O,)

Izdvajanje i prociScavanje proizvoda

Izdvajanje biomase (centrifugiranje,

/ filtracija, flotacija, flokulacija itd.)

Biomasa
(gotov proizvod)

SuSenje |lzdvajanje

Prevrela hranjiva podloga
(izvanstani¢ni proizvod)

Biomasa
(unutarstanic¢ni proizvod)

Koncentriranje proizvoda Razbijanje stanica (fizikalne, syha hiomasa ~ |Proizvoda
kemijske'i bioloske metode) (proizvod)
Centrifugiranje ili ultrafiltracija
Koncentrirani Neprociséen Inkluzijska »
proizvod ekstrakt tijela

J Prociscavanje

Dijaliza, talozenje, kromatografija, ultrafiltacija, destilacija, itd. proizvoda
Y I Lo Visok
Kristalizacija, liofilizacija, susenje, sterilna filtracija, pakiranje, itd. }stupanj
¢ prociscavanja
ixz proizvoda

Prociscen proizvod

Slika 1 — Prikaz biotehnoloskog procesa

organskih tvari (npr. kvascev ekstrakt, pepton). U aerobnim pro-
cesima kisik potreban za rast mikroorganizma se dobiva uvode-
njem zraka u hranjivu podlogu. Zbog niske topljivosti kisika zrak
se mora kontinuirano uvoditi u hranjivu podlogu. Preostali makro
i mikronutrijenti dodaju se u podlogu u obliku anorganskih soli.

Biotehnoloski procesi

Biotehnoloski procesi se odvijaju u nekoliko faza koje obuhvaca-
ju: (1) pripremu i sterilizaciju hranjive podloge i procesne opre-
me, (2) pripremu inokuluma (mikrobna kultura za nacjepljivanje
bioreaktora), (3 ) uzgoj u bioreaktoru te (4) izdvajanje i proci-
S¢avanje proizvoda (slika 1). Priprema inokuluma klju¢na je za
uspjesno provodenje uzgoja i provodi se u nekoliko koraka po-
c¢evsi od laboratorijske kulture mikroorganizma. Mikroorganizam
se precjepljuje u sterilnu hranjivu podlogu uz postupno pove-
¢anje volumena dok se ne dobije potreban volumen inokuluma
za nacjepljivanje pogonskog propagatora. Glavni uzgoj zapocinje
nacjepljivanjem hranjive podloge u bioreaktoru. Konstrukcija bi-
oreaktora omogucuje aseptican rad i osigurava optimalne uvjete
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uzgoja radnog mikroorganizma. Nakon zavrsenog uzgoja provodi

vrsti proizvoda. Proizvod biotehnoloskog procesa moze biti:

* prevrela hranjiva podloga s mikroorganizmom
(npr. mlije¢ni fermentirani proizvodi),

¢ tekuci dio prevrele hranjive podloge dobiven nakon
izdvajanja mikrobne biomase (pivo, vino, ocat),

* biomasa mikroorganizma (npr. pekarski kvasac),

* izvanstani¢ni proizvodi metabolizma koji su otopljeni u
prevreloj hranjivoj podlozi (npr. etanol, otapala, antibiotici,
enzimi, vitamini, aminokiseline, organske kiseline),

* unutarstanicni proizvodi metabolizma (antibiotici, enzimi,
nukleinske kiseline, hormon rasta, inzulin, interferon itd).

Izdvajanje biomase najcesce se provodi filtracijom i centrifugira-
njem te mikrofiltracijom, sedimentacijom, flokulacijom ili flotaci-
jom. Koncentracija izvanstani¢nih proizvoda u prevreloj hranjivoj
podlozi Cesto je vrlo niska, pa je potrebno provesti koncentriranje
proizvoda kako bi se smanijili troskovi prociscavanja (npr. taloze-
njem, adsorpcijom, ekstrakcijom, ultrafiltracijom itd.). Osim kon-
centriranja primjenom nekih od navedenih postupaka povecava
se Cistoca izdvojenog proizvoda. Za razliku od izvanstanic¢nih,
postupak procis¢avanja unutarstani¢nih proizvoda je slozeniji i
skuplji. Prije izdvajanja unutarstani¢nog proizvoda potrebno je
razbiti stani¢ni zid mikroorganizma primjenom neke od sljedecih
metoda:

* mehanicke metode (visokotlacni homogenizatori,
kugli¢ni mlinovi, ultrazvuk, prese),

e fizikalne metode
(osmotski stres, termoliza, zaledivanje/otapanje),

* kemijske metode
(kiseline, luzine, otapala, detergenti, kelirajuci agensi),

* bioloske metode (djelovanjem faga, enzima, inhibicija
sinteze stani¢nog zida s antibiotikom).

Izbor metode ovisi o vrsti mikroorganizma i fizikalno-kemijskim
karakteristikama proizvoda.

vy 2

Procis¢avanje proizvoda kromatografskim i membranskim po-
stupcima provodi se nakon uklanjanja stanica, stani¢nih dijelova
i micela koje mogu uzrokovati zacepljenje opreme. Takoder se
primjenjuju i drugi postupci procis¢avanja kao sto je talozenje,
destilacija i kristalizacija, itd.
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