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Zadatak zavrSnog rada

1. Imobilizirati pekarski kvasac pomocu alginata i otopine CaCl,

2. Imobilizirati pekarski kvasac pomocu Zelatine i glutaraldehida

3. Provesti fermentaciju glukoznog supstrata imobiliziranim stanicama
pekarskog kvasca

4. Usporediti procese fermentacije imobiliziranih stanica na polisaharidnoj i

proteinskoj matrici



Sazetak

Suhi pekarski kvasac suspendiran je u otopini Na-alginata i imobiliziran
dokapavanjem u otopinu CaCl,. Na taj nacin kvasac je ostao zarobljen u
netopljivom Ca-alginatu. Takoder, provedena je imobilizacija stanica
kvasca u otopini Zelatine uz dodatak glutaraldehida kao sredstva za
umrezavanje. UspjeSnost procesa imobilizacije na pojedinoj matrici
pracena je odredivanjem koliCine etanola dobivenog fermentacijom
glukoznog supstrata. Zaklju¢eno je da je proces imobilizacije stanica

kvasca uspjesniji na alginatu.

Klju€ne rijeci: pekarski kvasac, imobilizacija, alginat, Zzelatina



Summary

Dry baker's yeast was suspended in Na-alginate solution and
immobilized by dropping in CaCl, solution. In this way, the yeast
remained trapped in the insoluble Ca-alginate. Immobilization of the
yeast cells in gelatin solution was also carried out with addition of
glutaraldehyde as the crosslinking agent of the matrix. The success of
the immobilization process on individual matrices was monitored by the
amount of ethanol obtained by fermentation of the glucose substrate. It
was concluded that the process of immobilization of yeast cells is more
efficient on alginate.

Keywords: baker's yeast, immobilization, alginate, gelatine
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Etanol, strukturne formule CHj3-CH,-OH i temperature vrelista 78 °C,
primarni je alkohol dobiven alkoholnom fermentacijom uz prisustvo
kvasaca. Ovisno o raspolozivosti, dobiva se iz niza sirovina kao $to su
Secerna trska i repa, melasa, celuloza, kukuruz, Zitarice i druge Skrobne

sirovine.

Alkoholna fermentacija ima Siroku primjenu u proizvodnji piva, vina i
drugih alkoholnih pi¢a kao i samog etanola koji sluZzi kao pogonsko
gorivo.

lako kao gorivo pokazuje odredene prednosti u odnosu na primjerice
benzin, da bi etanol postao i ekonomski prihvatljiv nuzno je usmijeriti
istraZivanja k poticanju mikroorganizama na proizvodnju vecée koliCine
alkohola i unaprijedenju samih postupaka proizvodnje. Jedan od nacina
kojim se to ostvaruje je imobilizacija stanica kvasca u umrezenu
polimernu matricu. Takav nacCin provodenja alkoholnog vrenja
omogucéava lakSu kontrolu procesa, jednostavnije odvajanje stanica od
mikrobno izmijenjene podloge te jednostavnije odvajanje produkata.
Takoder, pozitivha znaCajka ove metode je mogucnost koristenja Citavog
niza materijala pogodnih za hvatanje stanica unutar strukture. Tu
spadaju prirodni polisaharidi (agar, alginat, karagenan, pektin), proteini
(kolagen, keratin) ili sintetski polimeri (poliakrilamid).

Tehnike imobilizacije biokatalizatora znatno su napredovale od svojih
poCetaka do danas. Vazno je naglasiti da ne postoji univerzalna metoda
imobilizacije niti univerzalan nosioc.! Njihov odabir ovisi o &itavom nizu
¢imbenika te je nemoguce predvidjeti kakav ¢e ucinak imati odabrana

metoda.



U ovom radu stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae suspendirane su
uotopini Na-alginata, a zatim je sustav precipitiran u otopini CaCl, pri
¢emu je nastao u vodi netopljiv Ca-alginat. Osim na alginatu, napravljena
je suspenzija kvasca u zelatini gdje se umrezenje i otvrdnjavanje
proteina odvijalo dodatkom glutaraldehida. Provedena je usporedba
uspjeSnosti imobilizacije stanica kvasca imobiliziranog na alginatu i
Zelatini  odredivanjem  koli€ine etanola dobivenog alkoholnom

fermentacijom.



1. TEORIJSKIDIO

1.1. Alkoholna fermentacija

Alkoholna fermentacija ili alkoholno vrenje je biokemijski proces transformacije
monosaharida u alkohol i ugljikov dioksid, uz prisustvo kvasaca sudjelovanjem
niza enzima. Cini osnovnu fazu u procesu proizvodnje vina. Prvu formulu
kemijskog procesa alkoholne fermentacije postavio je Gay-Lussac 1815.

godine:
CsH1206 — CO, + 2 CoH50H + AH (1)

Danas se zna dase alkoholnafermentacija odvija u kvasCevoj stanici,

sudjelovanjem skupine enzima zajedni¢kog naziva — zimaza.

Alkoholna fermentacija predstavlja biokemijski proces razgradnje Secera u
anaerobnim uvjetima odnosno bez prisustva kisika te se u prirodi odvija
spontano. Transformacija ide do formiranja krajnjin anaerobnih produkata -

etanola i ugljikovog dioksida uz oslobadanje male koli€ine energije.

U odnosu na aeroban proces - stani¢no disanje, gdje kvasac ima dovoljno
energije za rast, razvoj i razmnozavanje, alkoholna fermentacija nije dovoljno
energetski ekonomican proces. Stoga je potrebno osigurati dovoljnu koli€inu
Sec¢era kao izvora ugljika kojeg ¢e kvasac fermentirati. Stani¢no disanje

prikazano je jednadzbom (2):
CsH1206 — 6CO; + 6 H,O +AH (2

To se u prvom redu odnosi na monosaharide sa 6 atoma ugljika kao $to su
glukoza ili fruktoza. Kvasci (S.cerevisiae) fermentiraju disaharide (saharoza) i
trisaharide (rafinoza) samo u sluc€aju kada mogu sintetizirati hidrolitiCke enzime.

Pentoze nije u stanju fermentirati niti jedan kvasac.

Vazno je napomenuti da je alkoholna fermentacija prirodno zasti¢en proces, jer
alkohol koji nastaje djeluje kao inhibitor za vecinu bakterijskih vrsta, pa one

postupno nestaju kako napreduje alkoholno vrenje.



Postupno se uspostavljaju i anaerobni uvjeti, jer se na povrsini komine nakuplja

plin CO, pa se konaCno prestaju razmnozZavati i oni mikroorganizmi koji su

obligatni aerobi (plijesni i aerobne bakterije). Tako na kraju vrenja zaostanu

samo kvasci.?

Slozeni proces alkoholnog vrenja moze se podijeliti u dvije faze: prvo se

odvija glikoliza, tj. razgradnja glukoze do pirogrozdane kiseline i energije u

obliku ATP molekula, a nakon Sto se stvore dovoljne koliine piruvata slijedi

,prava“ alkoholna fermentacija pri ¢emu se dobivaju alkohol i CO..

Na tijek alkoholne fermentacije utjece vise Cimbenika i to:

1)

2)

3)
4)

5)

6)
7)

izbor mikroorganizama: ovisi o zahtjevima za Zeljenim produktom, oni su
nositelji alkoholnog vrenja

temperatura: ima velik utjecaj na pocetak,intenzitet i zavrSetak alkoholne
fermentacije — pri viSoj temperaturi fermentacija ¢e poceti ranije, biti
intenzivnija i trajati krace. Takoder, koli€ina alkohola koja C¢e
nastati,odnosno sama aktivnost kvasaca, ovisi o temperaturi. Kvasci su
otporni prema niskim, ali vrlo osjetljivi na visoke temperature zbog ¢ega
moze doc¢i do prekida fermentacije i/ili stvaranja nezeljenih tvari.
Optimalna temperatura je izmedu 30 i 35°C, a iznad 40°C zapocinje
deaktivacija stanica kvasca

pH: optimalan pH je 4 -5

kisik: potreban za pravilan razvoj kvasaca te odrzavanje Zivotnih funkcija
stanice. Kisik je ukljuen i u reakcije sinteze u stani¢noj membrani
kvasca koja osigurava otpornost na alkohol, pa se i sami kvasci razlikuju
po potrebi za kisikom. Alkoholna fermentacija je anaeroban proces no
puno se brze i intenzivnije odvija u prisustvu kisika

alkohol: ovisi o0 otpornosti kvasaca na alkohol, neki su osjetljivi ve¢ na
minimalne postotke, a neke vrste mogu prevriti Secer do 19% alkohola
svjetlost: dokazano je da se kvasci brze razmnoZzavaju u tami

COy; : prisustvo CO, vec od 0,25% inhibira razmnozavanje kvasaca



Osim kvasaca za dobivanje alkohola mogu se koristiti i neke bakterije:

-Zymomonas mobilis (koristi se za fermentaciju soka agave u proizvodnji pi¢a

pulqué)

-Thermoanaerobacter ethanolicus ( uzgaja se na Skrobu i Secerima, termofilna
bakterija)

-Clostridium thermocellum (hrani se celulozom, termofilna bakterija).>



1.2. Kvasci

Kvasci spadaju u jednostani¢ne organizme — gljivice. Mogu se razmnoZzavati
vegetativno- pupanjem ili cijepanjem- binarnim dijeljenjem, sa ili bez stvaranja
hifa ili pseudohifa. Kod askomiceta, industrijski najinteresantnijih kvasaca,
stvaraju se askospore (endogene spore) u posebnoj stanici, askus, koje su
otpornije na nepovoljne uvijete u okoliSu od vegetativnih stanica. Presjek

stanice kvasca prikazan je na slici 1, a dijeljenje kvasca na slici 2.

Stankéna stijonka

Jezgrina membrana

Mitohondrij
@ Kapipca mastl
zgr }
——

Polimetafosfatske
granule

Glikogen

rotkulum

Slika 1. Presjek stanice kvasca® Slika 2. Dijeljenje kvasca®

Kvasci se razlikuju od ostalih eukariota po tipu talusa. Kvasce odlikuje celularno
(jednostanicno) tijelo te na povrsini stanica imaju stani¢nu stijenku sa zastithom
funkcijom, dok ostatak gljivica raste u obliku razgranatih filamenata stvarajuci

micelij.

Dijele se na rodove, sojeve i vrste, a za biotehnoloSke procese i samu industriju
najznacajniji su oni iz roda Saccharomyces (po latinskoj nomenklaturi
Saccharomyces - gljive koje koriste Secere). Ti kvasci imaju sposobnost
savladavanja teskih uvjeta fermentacije, mogu podnositi i niske pa i visoke
temperature (od 5 do 37 °C), niske pH vrijednosti, visoke koncentracije
alkohola i sl. U vecini sluCajeva ne mogu razgradivati Skrob i celulozu. Kvasci iz
ovog roda su vjerojatno najstariji komercijalno upotrebljavani mikroorganizmi.
Najpoznatiji kvasac iz roda Saccharomyces je vrsta S. cerevisiae Ciji se sojevi

danas upotrebljavaju u proizvodniji vina, piva, kruha i jakih alkoholnih pi¢a.?



1.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae) je bijela, aktivha kvaSCeva
biomasa koja se razmnozava pupanjem. Uloga u pekarstvu mu je proizvodnja
plina CO, koji dize tijesto. Osim toga, ima povoljan utjecaj na reoloSka svojstva
tijesta (elasti€nost)i razvoj ugodnog okusa i mirisa u tijestu. Na trziste dospijeva

kao svjezi ili osuseni.

U elementarnom sastavu pekarskog kvasca previadavaju ugljik (48 %), kisik
(31%), dusik (8 %) i vodik (7 %). Biomasa se takoder sastoji od kalija, fosfora,
magnezija, kalcija, sumpora i ostalih elemenata u tragovima. Osim pekarskog

postoje pivski i vinski kvasac koji su bogatiji nutrijentima(vitamini B kompleksa).

Vrste iz roda Saccharomyces vrSe enzimsku konverziju Secera u odsustvu
kisika, kako bi proizvele etanol i ugljikov dioksid. To svojstvo im omoguc¢ava da
se prilagode na supstrate bogate Se¢erom i izvrSe alkoholnu fermentaciju. Osim

toga, supstrat mora biti bogat vlagom, hranjivim tvarima i aminokiselinama.

U prirodi se nalaze na razliCitom liS¢u, korijenju i plodovima biljaka. Vecée
kolicine kvasca uz industrijsku primjenu, prireduju se kultiviranjem na
odgovarajuéim hranjivim podlogama.? Proces selekcije kvasaca ove grupe star

je koliko i civilizacija.

Rast kvasaca na nekom supstratu odvija se u 5 faza,kao $to je prikazano na

slici 3:

faza prilagodbe
eksponencijalna faza(log faza)
post log faza

stacionarna faza

a ~ w0DdPRE

faza ugibanja.
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Slika 3. Krivulja rasta kva$&eve biomase?

U fazi prilagodbe kvasac se prilagodava novonastalim uvjetima, broj stanica ne

raste, ali je prisutna metaboliticka akivnost.

U eksponencijalnoj fazi stanice dostiZu maksimalnu brzinu rasta, a njihov

kemijski sastav se ne mijenja.

U post log fazi broj stanica jos uvijek raste eksponencijalno s vremenom, ali

manjom brzinom sve do stacionarne faze.

U stacionarnoj fazi stanice kvasca su dostigle maksimalnu veli€inu i volumen
populacije. Ova faza nastupa kada je koncentracija limitiraju¢eg nutrijenta takva
da viSe ne moZe podrzati maksimalnu brzinu rasta. Broj stanica viSe se ne

mijenja, no one su i dalje metabolitiCki aktivne.

Slijedi faza ugibanja, ugibanje postaje ocito, odnosno brzina ugibanja stanica

veca je nego brzina razmnozavanja.

Podloge za proizvodnju alkohola potrebno je sterilizirati ili dezinficirati.Uvjete
okoline za alkoholno vrenje treba podesiti tako da najviSe odgovaraju kvascima:
temperatura oko 30 °C, a pH vrijednost od 4 do 5. Koncentracija SecCera u
podlogama moze biti 15 -20 %, ali je pozeljna nesto niza koncentracija, do 5%,

kako nebi doslo do inhibicije rasta kvasc¢evih gljivica supstratom.



PoboljSavanje industrijskih sojeva kvasca provodi se zbog $to boljeg
iskoriStenja sirovine, odnosno Sto potpunije i brze potroSnje nutrijenata iz
podloge, ubrzanja, pojednostavljenja i pojeftinjenja proizvodnog procesa,
odrzavanja ili podizanja kvalitete gotovog proizvoda te proSirenja asortimana

odnosno razvoja novih proizvoda.®

1.3. Imobilizacija stanica

U biotehnolodkim procesima se koriste stanice mikroorganizama, zivotinja,
biljaka i njihovih aktivnih dijelova, enzima, za proizvodnju novih proizvoda, kao
primjerice u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji ili za uklanjanje Stetnih
sastojaka iz otpadnih tokova. Neki procesi primjenjivali su se vec u staroj antici
za proizvodnju fermentirane hrane i pi¢a, a do danas je razvijen niz bioprocesa
u kojima se iz relativno jeftinog supstrata proizvode skupe kemikalije te

antibiotici, cjepiva, hormoni i sli¢no.

Enzimi su bioloski katalizatori izolirani iz stanice. Posjeduju visoku selektivnost i
specifiCnost, ubrzavaju reakcije u Zivim organizmima, kemijski se ne mijenjaju,
te im se reakcije odvijaju u vodenom mediju. Mogu biti aktivni i izvan stanice, no

nuzno je odrzavati uvjete $to sliCnije onima u stanici (pH, temperatura).

U uvjetima niske koncentracije supstrata moguce je posti¢i samo nisku
produktivnost. Takoder, veéina kemijskih procesa zahtijeva visoke tlakove i
temperature Sto kod bioprocesa nije moguce, jer bioloski materijal uglavnom
nije otporan na takve uvjete. Stoga je potrebna stroga i stalna kontrola uvjeta

zbog uskog podrucja stabilnosti i aktivhosti biomaterijala.

Tokom biotransformacija Zzeli se posti¢i Sto veéa koncentracija produkta,
volumna produktivnost i Sto bolje iskoriStenje biokatalizatora. 1z toga razloga
sebiokatalizator izlaze uvjetima razliitim od onih u stanici, $to dovodi do pada

aktivnosti njegovom produljenom upotrebom.

Ta promjena moze biti uzrokovana mijeSanjem, vecom koncentracijom

supstrata, promjenom pH vrijednosti ili prisustvom stranih molekula.



Utjecaj pH i temperature na inaktivaciju enzima adenozin trifosfata (ATP)
prikazan je na slici 4.

40 A

Aktivnost [%o]

]
o
i

) L0, O =
H 9. 43%pH 10.5

[
=

L] A 10 15 20 25

t[sx 10-7]

Slika 4. Utjecaj pH i temperature na inaktivaciju enzima ATP-aze’

Stoga, da bi se biokatalizator mogao koristiti u industrijskom procesu potrebno
ga je prevesti u stabilan oblik, a jedan od nacdina da se to postigne je postupak
imobilizacije.

Imobilizacija stanica ili enzima mikroorganizama se definira kao vezivanje ili
lokalizacija biolo$ki aktivnih stanica ili molekula u jednu fazu, koja iz druge faze
uzima otopljene tvari i u nju izluuje proizvode metabolizma. Takoder, zadrzava

katalitiCka svojstva i moguénost ponovne i kontinuirane uporabe.

Imoblizacija stanica ponekad je povoljnija od imobilizacije samih enzima jer

predstavlja multienzimski sustav.
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Primjena imobiliziranih biokatalizatora (enzima ili pak c¢itavih stanica) u

biotehnoloskim procesima provodi se u svrhu:

1. dobivanja spojeva stereospecificnim reakcijama

2. proizvodnje energije bioloSkim reakcijama

3. selektivnog djelovanja na oneciscenja u svrhu rjeSavanja problema u
okolisu

4. analize razlicitih spojeva s visokom osjetljivoScu i specificnoScu

proizvodnje novih lijekova, umjetnih organa itd.°

Imobilizirati se mogu:

e Zive stanice koje rastu- za proizvode koje nastaju u fazi rasta. Supstrat
treba sadrzavati nuzne elemente za rast i razvoj te nesmije sprijeCavati
isti.

e Zive stanice koje ne rastu- za proizvode koji nastaju u stacionarnoj fazi,
supstrat se troSi samo na produkciju Zeljenog proizvoda. Omogucenaje
samo metabolitiCka aktivnost.

e mrtve stanice -za proizvode koje nastaju enzimskom sintezom i
razgradnjom, pri ¢emu uvjeti (pH,sastav supstrata) moraju odgovarati

enzimskoj reakciji neovisno o metabolizmu.

Prednosti i nedostaci uporabe imobiliziranih zivih stanicaprikazani su u tablici 1,

a prednosti i nedostaci uporabe enzima u odnosu na Citave stanice u tablici 2.
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Tablica 1. Prednosti i nedostaci uporabe imobiliziranih Zivih stanica™*

PREDNOSTI NEDOSTACI
Sarzni bioproces moze postati Mali udio produkta zbog velikog
kontinuirani postotka slobodne vode u supstratu i

troSenja supstrata na rast razvoj i

nusproizvode metabolizma

Vecéa gustoca stanica-intenzivniji Uvjeti za rast i razvoj nisu uvijek isti

proces kao za stvaranje produkta

Vedina enzima/metabolita je aktivna | Po zavrSetku mikrobna masa u vedini
samo u stacionarnoj fazi stanice slu€ajeva otpad, a izolacija i
proc¢iSc¢avanje produkta skupo zbog

nastajanja viSe nusprodukata

Tablica 2. Prednosti i nedostaci uporabe enzima u odnosu na cijele stanice™*

PREDNOSTI NEDOSTACI
Jednostavnost postupka Vecina enzima nestabilna
Mogu se kombinirati enzimi iz Ograniceno vrijeme aktivnosti

razli€itih izvora te po zavrSetku

reakcije ostaju nepromijenjeni

Nema sporednih reakcija, otpadne Teze izdvajanje zato jer su topivi u
biomase, istiji produkt i moguca veca vodi, skuplje

koncentracija biokatalizatora

Imobilizacija mikroorganizama i njihovo samoorganiziranje prirodna je pojava.
Osim u biokatalizi, imobilizirani biokatalizatori upotrebljavaju se i kao aktivni
dijelovi uredaja za medicinske i analiticke svrhe (biosenzori),kao selektivni
adsorbensi za proCiSCavanje proteina i enzima,ucinkoviti mikrouredaji za
kontrolirano otpustanje lijekova te vazno orude u proteinskoj kemiji u ¢vrstom

stanju.’
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1.3.1. Metode imobilizacije stanicai enzima

Metode imobilizacije dijele se na fizikalne i kemijske.

e Fizikalne metode:
1. Hvatanje u umrezenoj 3D matrici polimera
2. Adsorpcija
3. Mikrokapsuliranje
4. Flokulacija
e Kemijske metode:
1. Kovalentno vezanje na povrsinu nosaca

2. Kovalentno umrezenje s difunkcionalnim spojevima

Za imobilizaciju stanica koriste se metode vezanja na povrSinu nosaca

fizikalnim i kemijskim vezama i hvatanje unutar polimerne 3D matrice.

Naime, 50-ih godina proslog stolje¢a je otkriveno da se enzimi mogu fizi€ki
uklopiti u strukturu gela i pri tome zadrzavati biologku aktivnost.! Takva metoda
imobilizacije razlikuje se od ostalih metoda jer se ne stvara niti kemijska niti
fizikalna veza izmedu biokatalizatora i nosaca, ve¢ se biokatalizator uklapa u
strukturu gela. Pore gela onemogucavaju mu kretanje te sluze kao matrica.
Poroznost gela mora biti takva da se sprijeCi ,curenje“ biokatalizatora iz gela, a
istovremeno da je omogucéeno kretanje supstrata i produkata kroz strukturu

gela.
Inkorporiranje unutar gela moze se provesti na nekoliko nacina:

e mijeSanje sa poliionskim polimernim materijalom: slijedi umrezavanje
polimera sa Ca?" ili drugim multivalentnim kationima pri ¢éemu nastaje
struktura gela koja zadrzava Citave stanice i enzime unutar sebe (npr.
alginat).

e Toplinom izazivano zeliranje: gel se moze dobiti koriStenjem 1-4 %
otopine agaroze ili Zelatine promjenom temperature. Takvi gelovi su
mekani i nestabilni.

e polimerizacija: kemijskom ili fotokemijskom reakcijom (npr.poliakrilamid)
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e mijeSanje biokatalizatora

sa monomerima: nakon Cega

polimerizacija i formiranje mreze u koju se enzim uklopi.

slijedi

Dobiveni gel moze biti u obliku kuglica, membrana, vlakana, filmova i

sliéno.

NajCesc¢i materijali koji se koriste za imobilizaciju hvatanjem u umrezenu

3D matricu jesu: alginat (80% procesa), agar, kolagen,Zelatina i sl.

Prednosti i nedostaci ove metode prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Prednosti i nedostaci metode imobilizacije uklapanjem u ge

1
|-°

PREDNOSTI NEDOSTACI
jednostavnost otpor prijenosu tvari difuzijom
velika brzina gel nije stabilan u organskim
otapalima
niska cijena pogodnija za Citave stanice

nego enzime zbog mogucnosti
zcurenja“ i relativno velikih

dimenzija pora
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1.4. Alginati

Alginska kiselina je hidrofilni polisaharid koji se dobiva ekstrakcijom iz velikih,
morskih smedih algi (Laminaria hyperborea, Laminaria stipe) u obliku svojih soli
- alginata. Sastavni je dio stanicne membrane algi gdje putem vezivanja vode
formira viskoznu tvar. U ekstrahiranom obliku ima sposobnost brze apsorpcije i
nekoliko stotina puta vece koliine vode od vlastite mase. Boja joj varira od

bijele do smedo zute, a prodaje se u praskastom obliku i granulama.

Alginati su linearni, nerazgranati kopolimeri sastavljeni od D-manuronske
kiseline vezanep -1,4 vezama(M-jedinica) i L-guluronske kiseline vezane a -1,4

vezama(G-jedinica), slika 5 - ponavljaju¢a jedinica alginata.

Slika 5. Kemijska struktura ponavljajuéih jedinica u makromolekuli alginata?

Ponavljajuce jedinice su, kao rezultat postojanja vise slobodnih karboksilnih
skupina u makromolekuli, slozene u homopolimerne blokove bogate GG i MM
jedinicama kao i GM jedinicama koje ih povezuju. Udio ponavljajucih jedinica

nastalih iz jednog monomera ovisi o vrsti alge.

Amonijeve ili metalne soli jednovalentnih kationa kao Sto je Na-alginat, otapaju
se u vodi i daju viskoznu kapljevinu. Soli dvovalentnih kationa stvaraju
netopliive komplekse u vodi, kao $to je slu¢aj sa Ca-alginatom. loni Ca®'
stvaraju koordinativhu vezu sa karboksilnom skupinom, pri ¢emu nastaje
trodimenzijska mreza dugih lanaca M jedinica i Cvorista izmedu kalcija i G

jedinica alginske kiseline.
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Alginati se primjenjuju kao zgusSnjavala u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji, u proizvodnji krema i kozmetici, tekstilnoj industriji (Na-alginat).
Takoder, upotrebljavaju se kod trovanja olovom zbog afiniteta prema vezivanju

teskih metala, u odnosu na primjerice kalij i sli€ne metale.

Ca-alginat koristi se za proizvodnju zavoja za velike rane i opekline gdje
jeuobicajeni zavoj vrlo tesko (i bolno) odstraniti. Ispod mrezZe alginatnog zavoja
stavljenog naranu stvara se krasta, a zavoj se odstrani otopinom natrijevog
klorida, jer netopljivi Ca-alginatprelazi u topljivi Na-alginat. Na istom principu
temelji se i imobilizacija mikroorganizama (npr. kvasca) ili enzima na alginatu u

biotehnologiji.®

1.5. Zelatina

Zelatina je derivat dobiven hidrolizom kolagena, vlaknastog proteina koji se
nalazi u svim viSestani¢nim Zivotinjama. U ljudskom tijelu sadrzan je u kostima,
koZi i vezivnim tkivima. Sastoji se od 3 aminokiseline: prolina, hidroksiprolina i

glicina koji su vazni za formaciju trostruke zavojnice (slika 6.).

Slika 6. Prikaz trostruke zavojnice kolagena’

Prolin stabilizira strukturu svakoga lanca, glicin omoguc¢ava da se lanci
kompaktno sloze, a hidroksiprolin je odgovoran za stabilnost tako stvorenog

polipeptidnog lanca.
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Zivotinjski kolagen, najéesée govedi ili svinjski, upotrebljava se u farmaceutskoj,

prehrambenoj i kozmetickoj industriji.

Do danas je poznato 19 vrsta kolagena, a razlikuju se samo po krajevima
molekula koje omogucavaju izrazito ¢vrsto povezivanje. Struktura kolagena je
takva da je ne ostecuju razli€iti enzimi koji cirkuliraju tijelom, osim kolagenaze,
koja ga moze cijepati u manje fragmente. Osim vezivne uloge, kolagenkontrolira
oblik stanica te migraciju i sintezu brojnih proteina. Zagrijavanjem kolagena
uniStava se njegova struktura; trostruki heliks se odvaja i lanci serazdvajaju.
Kada se ta denaturirana masa ohladi, upije svu vodu u okolini, poput spuzve

testvara Zelatinu.®

Zelatina je bezbojan nutritivni sastojak, kao aditiv ima oznaku E411. Osim u
mlijecnim,mesnim i ostalim prehrambenim proizvodima, prije razvoja digitalnih

fotoaparata primjenjivala se za izradu fotografija .
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijal

Tablica 4. Materijal potreban za imobilizaciju stanica kvasca na alginatu

Naziv Proizvodac

1. | Suhi pekarski kvasac ,Digo*“ Kvasac d.0.0. Hrvatska

2. | Natrijev alginat Fluka, Njemacka

3. | CaCl, Kemika, Hrvatska

Tablica 5. Materijal potreban za imobilizaciju stanica kvasca na Zelatini

Naziv Proizvodac

1. | Zelatina u listiéima Dr. Oetker , Njemacka

2. Glutaraldehid Amresco, Kanada

Tablica 6. Materijal potreban za pripremu supstrata za fermentaciju

Naziv Sadrzaj u supstratu/ gL™ | Proizvodad
1. | Glukoza 80,0 Merck, Njemacka
2. | (NH4)2S0Oq4 4,0 Kemika, Hrvatska
3. | MgSO,4x 7H,O | 1,0 Kemika, Hrvatska
4. | KH2PO,4 2,0 Kemika, Hrvatska
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2.2. Postupak imobilizacije suhog pekarskog kvasca

Pripremljena je 1,5%-tna vodena otopina Na-alginata u kojem je suspendiran
suhi pekarski kvasac. Takva suspenzija dokapavana je u otopinu CacCl,

koncentracije 0,1 molL™

e Priprava 1,5%-tne otopine alginata

U 200 mL destilirane vode, prethodno zagrijane na 60 °C, otopi se 3,0 g
Na-alginata uz konstantno mijeSanje. Nakon sto se alginat potpuno otopi,
napravi se suspenzija dodavajuci 7,5 g suhog pekarskog kvasca.

. Priprava otopine CaCl,

Za pripravu 0,1 M otopine CacCl, otopi se 11 g CaCl, (M=110,99 g/mol) u

1 L destilirane vode.

e Priprava supstrata

Potrebni sastojci, navedeni u tablici 6, izvazu se na analitickoj vagi,
prenesu u odmjernu tikvicu od 1 L koja se nadopuni destiliranom vodom

do oznake.
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2.2.1. Imobilizacija pekarskog kvasca na alginatu

Suspenzija kvasca u otopini alginata ulije se u lijevak za dokapavanije.
Dokapava se sa visine od 15 cm u ¢aSu postavljenu na magnetsku mijeSalicu
pri 400 o/min. Ca$a sadrzi 400 mL otopine kalcijeva klorida. Aparatura za

provedbu imobilizacije prikazana je na slici 7.

Slika 7. Aparatura za provedbu imobilizacije

U otopini CaCl, stvaraju se kuglice priblizno jednakog volumena i mase koje
sadrze stanice kvasca zarobljene u alginathom gelu. Nakon §to su se formirale
sve kuglice, one ostaju u otopini kalcijeva klorida kako bi se zavrSio proces
nastajanja kompleksa. Sljedeéi korak je odvajanje kuglica od kapljevine
dekantacijom i filtracijom te ispiranje kuglica destiliranom vodom (4 x) kako bi se
uklonio viSak kalcijevih iona. Na slici 8 prikazane su kuglice nakon dekantacije,

filtracije i ispiranja.
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Slika 8. Kuglice nakon dekantacije, filtracije i ispiranja

Kuglice se zatim prenesu na filter papir kako bi se osusSile i do trenutka upotrebe

cuvaju se u destiliranoj vodi u hladnjaku.

2.2.2. Imobilizacija pekarskog kvasca na zelatini

U 200 mL destilirane vode sobne temperature,stavi se 4 g Zelatine u listi¢ima.
Nakon $to nabubri, zagrije se na 60 °C kako bi se Zelatina otopila i dobila 2%-
tna otopina. Zatim se pripremi 5%-tna otopina glutaraldehida kojeg se dodaje
zbog umrezenja proteina. Masa od 7,5 g suhog pekarskog kvasca pomije$a se
sa otopinom Zelatine i glutaraldehida i dokapava sa visine od priblizno 5 cm u

Petrijevu zdjelicu, kako je prikazano na slici 9.
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Slika 9. Dokapavanje suspenzije stanica kvasca u zelatini

Pozeljno je da debljina sloja u Petrijevoj zdjelici ne bude veéa od 5 mm.
Potrebno je ostaviti suspenziju u zamrzivaCu preko noci. Prije upotrebe,
Petrijeve zdjelice sa sadrZajem potrebno je ostaviti minimalno 30 min na sobnoj
temperaturi. Ukoliko je doSlo do zamrzavanja, potrebno je ukloniti zaledeni dio

te izrezati Zelatinu na kockice priblizno jednake veli€ine, slika 10.

Slika 10. Kockice Zelatine s imobiliziranim pekarskim kvascem
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2.3. Fermentacija uz imobilizirani kvasac

Pripremljene imobilizirane kuglice odnosno kockice kvasca stave se u
Erlenmeyerovu tikvicu i doda 100 mL supstrata. Na otvor tikvice stavi se
vrenjaCa koja sprijeCava ulaz kisika, a omogucava izlaz nastalog ugljikovog
dioksida. U vrenjaCu se do oznake ulije voda i stavi indikator metilensko crvenilo
kako bi se promjenom boje uoCilo nastajanje CO, koji se otapa u vodi dajudi

ugljiénu kiselinu.

Tikvice zajedno sa sadrZzajem se na pocetku izvazu i zabiljezi se poCetna masa.
Ugljikov dioksid odlazi u vrenjacu, a kada ga nastane dovoljno da se promijeni

pH, dolazi i do promjene boje indikatora.

Promjena mase nastala izlu€ivanjem CO, prati se svakih sat vremena, a zatim
nakon 24 i 48 h. Razlika u masi ekvivalentna je masi nastalog plina, a koli¢ina
etanola dobivenog fermentacijom jednaka je koliCini nastalog CO, Pocetak
fermentacije imobiliziranih stanica na Na-alginatu prikazan je na slicill, a

zavrSetak fermentacije sustava imobiliziranog na Zelatini na slicil2.

Slika 11. PoCetak fermentacije imobiliziranih Slika 12. ZavrSetak fermentacije
stanica na Na-alginatu sustava imobiliziranog na zelatini

Kao $to se vidi na slikama, proces fermentacije se pratio paralelno u dvije

tikvice za svaki sustav kvasac-sredstvo za imobilizaciju.
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Eksperimentalno dobivena masa etanola raCuna se prema izrazu (3):
Me = {(Mo-M)/Mco2} X Metor(3)
Gdije je:

M, —masa tikvice sa sadrzajem na pocetku /g
m; — masa tikvice sa sadrzajem u vremenu t/g
Mco2 — molekulska masa CO./gmol™

Meton- molekulska masa etanola /gmol'1

Primjer proraduna za masu nastalog etanola za tikvicu 1 sustava kvasac -

alginat nakon 48 h prema izrazu (3) :

((153,414-150,304) / 44,01) x 46,068 = 3,255 g
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3. REZULTATI

Eksperimentalni podaci promjene mase tikvica u kojima se odvijala fermentacija

prikazani su u tablicama 7 i 8.

Tablica 7. Eksperimentalni podaci promjene mase tikvica sa alginatom

t/h m1/g m2/g m (etanol); m (etanol);
153,414 164,454
0 153,404 164,434 0,010 0,021
0,5 153,364 164,404 0,052 0,052
1 152,814 163,854 0,628 0,628
2 152,484 163,534 0,973 0,963
2,5 152,104 163,134 1,371 1,382
3 151,704 162,694 1,790 1,842
3,5 151,364 162,404 2,146 2,146
4 151,174 162,204 2,345 2,355
4,5 150,954 161,984 2,575 2,586
55 150,804 161,814 2,732 2,763
6 150,594 161,634 2,952 2,952
24 150,444 161,464 3,109 3,130

48 150,304 161,304 3,255 3,297
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Tablica 8. Eksperimentalni podaci promjene mase tikvica sa Zelatinom

m m
t/h m1l/g m2/g (etanola); (etanola);
0 148,694 150,664
0,5 148,684 150,654 0,010 0,010
1 148,684 150,654 0,011 0,011
1,5 148,684 150,654 0,011 0,011
2 147,914 149,954 0,817 0,743
19 147,904 149,904 0,827 0,796
19,5 147,864 149,874 0,869 0,827
21 147,844 149,834 0,890 0,869
22 147,804 149,804 0,932 0,900
22,5 147,754 149,774 0,984 0,932
23 147,714 149,754 1,026 0,953
23,5 146,854 148,914 1,926 1,832
42,5 146,774 148,834 2,010 1,916
44 146,734 148,814 2,052 1,937
45,5 146,694 148,774 2,094 1,978
46 145,554 147,534 3,287 3,276

Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu potrebnom za fermentaciju s
imobiliziranim stanicama kvasca na Na-alginatu prikazana je na slikama od

13 do 16, a na zZelatini na slikama 17 i 18.
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Slika 13. Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca,Waginat =1,5 %, Ccaci2 =0,1 M (tikvica 1)
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Slika 14. Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca, Wagina=1,5 %, Ccaci2 =0,1 M (tikvica 2)

Slike 15 i 16 takoder prikazuju masu nastalog etanola u ovisnosti 0 vremenu
fermentacije uz imobilizirane stanice kvasca na alginatu, no radi boljeg

uoCavanja faza na krivulji os apcisa je skracena do 15 h.
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Slika 15. Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca, Wagina=1,5 %, Ccaciz =0,1 M (tikvica 1) tijekom 15 h
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Slika 16. Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca, Waginar=1,5 %, Ccaci2 =0,1 M (tikvica 2) tijekom 15 h
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Slika 17. Ovisnost mase nastalog etanolao vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca, Wselatina=2 % (tikvica 1)
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Slika 18. Ovisnost mase nastalog etanola o vremenu fermentacije uz

imobilizirane stanice kvasca, Wseatina = 2% (tikvica 2)

Nakon 48 h fermentacije izraCunata je masa nastalog etanola, prema izrazu

(3) i prikazana u tablici 9.
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Tablica 9. Masa etanola nastala fermentacijom glukoznog supstrata uz

imobilizirani pekarski kvasac

IMOBILIZACIJA NA ALGINATU

IMOBILIZACIJA NA ZELATINI

TIKVICA m (etanola) / g m (etanola) / g
1 3,255 ¢g 3,287 g
2 3,297 g 3,276 ¢
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4. RASPRAVA

Stanice kvasca imobilizirane su unutar trodimenzionalne strukture alginata

umrezenog kalcijevim ionima te unutar Zelatine umrezene glutaraldehidom.

Dokapavanjem suspenzije suhog aktivnog kvasca i Na-alginata u otopinu
CaCl,, formirane su kuglice pravilnog oblika i priblizno jednakog volumena.
Kako bi se sacCuvala aktivnost kuglica s kvascem do pocetka fermentacije,

cuvane su u hladnjaku.

Fermentacija glukoze u prisustvu imobiliziranih stanica kvasca pracena je
tijekom 48 h. Biljezena je promjene mase zbog nastalog CO; koji se apsorbira

u vrenjaci, Sto se vidi iz promjene boje indikatorau ruzicastu.

Na slikama 15 i 16 vidiljivo je da je masa etanola u korelaciji sa
razmnozavanjem kvasaca, jer su CO; i etanol produkti primarnog metabolizma
kvasaca. Stoga se posredno moze pratiti i objasniti krivulja rasta biomase. Prvih
30 minuta imobilizirane stanice prilagodavale su se na novonastale uvjete.
Nakon 30 minuta zapocCinje eksponencijalna faza koja traje do 6 h. U tom
razdoblju broj stanica rastao je maksimalnom brzinom i srednja vrijednost mase
nastalog etanola je 2,95 grama. U vremenu od 6 do 15 h, nakon $to je sav
supstrat razgraden, slijedi stacionarna faza prilikom ¢ega je nastalo jos 0,32 g
etanola. Oblik kuglice je povoljan jer u odnosu na volumen ima veliku povrSinu
pa je supstrat odmah dostupan rasporedenim kvascima unutar kuglice. Ukupna

masa nastalog etanola iznosi 3,27 g.

Slike 17 i 18 prikazuju imobilizaciju stanica na zelatini. Faza prilagodbe u ovom
slu€aju trajala je nesto duze, tocnije 90 min. Tijekom 48 h pracenja procesa
uoCena su 3 skoka tijekom fermentacije. Prvi skok javlja se izmedu 2 i 3 h,
nakon Cega slijedi prividna neaktivnost kvasaca i nastajanje 0,78 g etanola.
Drugi skok pocinje nakon 21 h i traje priblizno 2 h nakon ¢ega ponovno slijedi
neaktivnost kvasca, a masa nastalog etanola sada iznosi 1,88 g. Tre¢i skok
odvija se u intervalu od 42 do 45 h, a ukupna masa nastalog etanola iznosi 3,28

grama.
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Konacna masa nastalog etanola priblizno je ista kao i za prvi nacin imobilizacije,
Sto znaci da je razgradena jednaka koli€ina supstrata i kod stanica imobiliziranih
na alginatu i na Zelatini. U slu€aju Zelatine razgradnja se odvijala u viSe faza,
kao da sve stanice kvasca nisu istovremeno aktivnhe, odnosno nije im svima

dostupan supstrat.

Prilikom pripreme Zelatine bilo je potrebno zamrznuti nosa¢ kako bi se $to bolje
stvrdnuo. Dio vode koji se zaledio bilo je potrebno ukloniti, Sto znaci da su
kvasci ostali zgusnuti i neravhomjerno rasporedeni u zelatini. Kockice zelatine
bile su znatno veée od kuglica alginata (slika 9), pa je i supstratu bilo potrebno

dulje vrijeme da dode do zarobljenih kvasaca.

Prvi skok rezultat je mnozenja kvasaca na povrsini, a sljede¢a dva rezultat su

aktivacije dubljih slojeva kvasaca i dolaska potrebnog supstrata i vode do istih.

Drugo, manje vjerojatno obasnjenje je da je prilikom zamrzavanja dio kvasaca
stradao i da se u Zelatini sada nalazi manja koli¢ina stanica kvasca. One
stanice koje su preostale, razgradile su dio supstrata $to se manifestira kao prvi
skok. Mikroorganizmi se u idealnim uvjetima dijele svakih 20 — 30 min, tako da
nakon prve diobe miruju, pa se opet dijele i tako dok ne ponestane supstrata.
Za potvrdu ove teze trebalo bi provjeriti sadrZi li Zelatina manje stanica nego

alginat.
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5.

ZAKLJUCAK

» Imobilizaciju stanica suhog pekarskog kvasca moguce je provesti

pri koncentraciji Na-alginata 1,5% i 4%tne otopine Zelatine.
Koncentracija kompleksirajuéeg agensa koji sadrzi Ca®* ione bila

je 0,1 M, a koncentracija otopine glutaraldehida 5%.

lako je alkoholnom fermentacijom dobivena priblizno jednaka
masa etanola, faza prilagodbe kod stanica kvasca imobiliziranih u
Zelatini trajala je trostruko duze i razgradnja supstrata odvijala se
u trifaze. Takoder, prilikom priprave matrica, Zelatina je bila
osjetljivija na promjene temperature te je dobiven mekSi i
nestabilniji gel sto je rezultiralo debljim i manje povoljnim oblikom
kockice. Posljedica toga je otezana dostupnost supstrata
stanicama kvasca u unutradnjosti ¢ime se objasSnjava prethodno

opisana specificna pojava.

Fermentacijom glukoznog supstrata s 80 g/L glukoze uz kvasac
imobiliziran na alginatu nastaje oko 3,276 g etanola, a
fermentacijom supstrata istog sastava uz kvasac imobiliziran na

umrezenoj zelatini nastaje oko 3,282 g etanola.
Imobilizacija na alginatu uspjeSnije je provedena radi

jednostavnijeg izvodenja samog postupka i formiranja optimalnijeg
oblika kuglice.
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