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UvOD U KNJIGU

Bez uces¢a inZenjera biotehnologija bi ostala na nivou biologije. Nakon
ukljucivanja bioprocesa u svrhu proizvodnje dobara za coveka i okolinu, biotehnologija
postaje industrijski znacajna privredna grana, koja u poslednjih sto godina privla¢i sve
viSe paznje. Od kada se prvi put pojavila pisana definicija biotehnologije 1917. godine od
strane madarskog istrazivaa Karla Ekery-a, proteklo je mnogo vremena dok
biotehnologija nije pocela da se primenjuje u vidu iskori$¢avanja bioloskih agensa za
proizvodnju biotehnoskih proizvoda za poljoprivredu, prehranu, hemiju, medicinu ili
okolinu u najSirem znacenju te reci.

Biotehnologija se u pocetku delila prema podru¢ju primene, a kasnije prema vrsti
organizma koji primenjuje, da bi danas, u modernom shvatanju, biotehnologiju delili po
bojama, od crvene, koja obuhvata sve §to se proizvodi uz pomo¢ animalne i humane
biotehnologije, preko zelene koja obuhvata agronomiju i proizvodnju hrane i biomase,
plave koja se fokusira na produkte iz vodenih resursa, do bele koja tradicionalno
obuhvata industrijsku i mikrobnu biotehnologiju.

Kako je moguce da je u nepunih 40 godina nakon pocetka moderne biotehnologije
doslo do takvog vitalnog preobrata i podele jedne biotehnolgije (koja se temelji na
tehnologiji rekombinatne DNK) na brojne grane biotehnologije? Odgovor mozemo traziti
u izvoru biotehnologije; biotehnologija je =zapravo nastala iz tradicionalnih
biotehnoloskih / fermentacijskih primena u proslosti koje su prerasle u brojne druge
aplikacije koje poti¢u iz svakodnevnih potreba CoveCanstva da se obskrbi hranom,
energijom, lekovima i brojnim proizvodima koji sluze potrebama ili komforu savremenog
potroSaca. Prema ovom gledanju, biotehnologija je nauka stara koliko i tradicija pripreme
piva, vina i fermentirane hrane, ali i takode sasvim nova i savremena grana tehnologije na
bazi rekombinantne DNK, tehnologije hibridoma i drugih ¢elija visih organizama,
tehnologije biosenzora i bio¢ipova. Ovako Siroka primena biotehnologije uopsSte ne bi
bilo mogu¢a da biotehnologija nije ostvarila dobru platformu na bazi prirodnih -
dominantno bioloskih, te tehnickih i inZenjerskih- tj. dominatno hemijsko procesnih
znanja, kako bi se postigla primena organizama, ¢elija, njihovih delova i molekularnih
analoga u dobijanju proizvoda za dobrobit Covecanstva u kontrolisanim uslovima
proizvodnje.

Ova publikacija predstavlja pokusaj da se logickim redosledom navedu sva ona
znanja 1 ve$tine koji su nuzni kako bi se stvorila tehnicka i inzenjerska platforma i
obezbedila prava okolina za radni (mikro)organizam ili njegov vitalni bioprocesni
element, npr enzim, a sve u cilju da se sirovina pretvori u produkat, koji bi, opet,
potrebnim tehnicko-inzenjerskim zahvatima bio izolovan i pripremljen za koriS¢enje od
strane potroSaca.

Tako su autori u uvodnom delu dali potrebne informacije koje su nuzne za
shvatanje istorijskog razvoja ovog podrucja, da bi u drugom delu dovoljno Siroko
objasnili bioloske osnove bioprocesa, potrebne za shvatanje velikog broja industrijski
vaznih biohemijskih procesa koji su vezani za Sirok spektar razli¢itih jednocelijskih ili
viSecelijskih organizama. PoSto su optimalni zahtevi za izvodenje bioprocesa u najvecoj
meri odredeni bioloskim karakteristikama biokatalizatora, a obezbedivanje tih uslova u



toku industrijskog procesa predstavlja zadatak bioprocesnog inzenjera, logi¢an nastavak u
poglavlju tri je usmeren na projektovanje bioprocesa. Ovo poglavlje obuhvata sve
elemente procesnog toka od polaznih sirovina, kroz odgovarajuée fizicke 1i/ili
(bio)hemijske transformacije do produkta u odgovorajacoj koliCini i Cisto¢i koja je
potrebna za bezbedan proizvod. Projektovanje i dizajniranje, kao i postavljanje tehni¢kih
elemenata (bio)procesa je srz (bio)hemijskog inZenjerstva i objedinjuje procesne
operacije iz svih oblasti proizvodnje farmaceutskih i dijagnosti¢kih preparata,
prehrambenih suplemenata i tradicionalnih prehrambenih proizvoda, da posebno ne
podvlacim postupke u zastiti zivotne sredine (obrada otpadnih voda, bioloska razgradnja
organskog Cvrstog otpada, biodeodorizacija) i mogucénosti primene biotehnologije u
agrokompleksu. Iz ovoga proizlazi da je neophodno poznavati sve elemente dizajna,
odnosno sve korake od razvoja projekta, laboratorijskih istrazivanja, razvoja procesa,
dizajniranja procesa, projektovanja i izgradnje postrojenja, rada postrojenja do
marketinga. Saglasno tome, inZenjer mora imati dovoljno znanja da se uklju¢i u bilo koji
od ovih koraka i ovaj udzbenik daje potrebne osnove za sve navedene aktivnosti. U
operacijama pripreme procesa potrebno je pripremiti supstrate i opremu za biotehnoloski
proces. Tu ¢e Citalac ste¢i znanja o pripremi bioreaktora i pomoc¢ne opreme, pripremi
supstrata i pripremi inokuluma do novoa koji omoguéuje da se kvalitetno i bezbedno
rukuje opremom i upravlja procesima i tako obezbedi adekvatan bioproces i time
kvalitetan bioproizvod. Nakon pripreme sledi bioproces, koji moze da bude jednostavan
ili kompleksan, pa je shodno tome, u poglavlju koji se odnosi na procese biokonverzije
detaljno predstavljena problematika od jednostepenih enzimskih reakcija do slozenih
biohemijskih reakcija koje se deSavaju u mikroorganizmima, ukljuujuéi i njihovo
razmnozavanje i kinetiku bioprocesa sa elementima stehiometrije bioprocesa, brzinama
bioprocesa, kao 1 termodinamikom bioprocesa. Za dobijanje vecine modernih
bioproizvoda, nakon zavsetka biorocesa pocinje najskuplji deo proizvodnog ciklusa, tj.
proces odvajanja, koji obuhvataju separacione procese. Oni treba da omoguce da se iz
bioprocesne ili fermentacione smese koje su vrlo slozene, izdvoji kvalitetan i bezbedan
bioproizvod. Problemi izdvajanja proizvoda, kako po fizicko-hemijskim karakteristikama
proizvoda, tako i u pogledu njihovog sastava i stabilnosti nisu jednostavni, pa je i
izdvajanje i1 preciS¢avanje Zeljenih proizvoda najce$¢e dosta slozeno i podrazumeva od
svega nekoliko do desetak koraka, kako bi se uklonile sve neéistoe u produktima.
Saglasno tome, detaljno su predstavljene sve operacije i procesi potrebni za reSavanje ove
problematike biohemijskog inzenjera. Predstavljeni su savremeni pristupi novih
tehnologija koje se temelje na reciklaciji, a takode i na reSenjima za jednokratnu primenu.

Inzenjerski aspekti projektovanja bioreaktora su posebno obradeni kroz osnovne
tipove bioreaktora i neke tipove bioreaktora za posebne svrhe, §to daje Sirok pregled
mogucénosti razli¢itih primena u biotehnologiji. ReSenja predstavljenih sistema
bioreaktorskih uredaja i karakteristicnih jednacina daju dovoljno informacija o
karakteristikama uredaja za odabrane bioprocese. Na taj nacin su analizirani bioreaktor,
vreme zadrZavanja, povrSina, materijali, koncentracija supstrata i druge znacajne
karakteristike bioreaktorskog sistema i procesa u njemu. Posebno su se autori osvrnuli na
anaerobne bioprocese, $to nije uobicajeno u tradicionalnim inzenjerskim knjigama.
Skladno tome su, kao primer, obradili imobilisane bioreaktorske sisteme za najSiru



primenu u fermentacionim procesima, te ilustrovali aplikaciju na primeru tehnologije
proizvodnje piva.

Merenje i upravljanje bioprocesa je od presudnog znacaja za njegov tok, prinos,
brzinu i efikasnost, pa su autori tome dali vaznost u posebnom poglavlju ove knjge. Ovde
su obradili osnovne principe sagledavanja bioprocesa kao sistema, koji zbog velike
sloZenosti, nije uvek moguée odrzavati u optimalnom funkcionisanju. Tako su posvetili
paznju optimalnom rezimu bioprocesa analizom promene ulaznih veli¢ina, imaju¢i u vidu
izlazne veliine, pa je filozofija ,,ono §to nije moguée meriti nije moguce ni kontrolisati*
dobro integrisana u kotekst i daje dobru osnovu za sledece poglavlje o uvecanju razmera
procesa. Uvecanje razmera procesa (“scale-up”) predstavlja uvecanje kolic¢ine dobijenog
proizvoda u industrijskom postrojenju na osnovu podataka dobijenih sa laboratorijskih ili
pilot postrojenja. Ista filozofija moze da se primeni za ‘“scale-down” kada je re¢ o
reSavanju aktuelnih inZenjerskih problema u datoj idustrijskoj proizvodnji. Ovde dolazi
do izrazaja sva problematika i kompleksnost bioprocesa, pa su autori taj problem dobro
ilustrovali sa nekoliko konvencionalih primera resenja. U poslednjem poglavlju su
inovativno ukljucili u udzbenik i dobru proizvodacku praksu, §to ¢e omoguciti ¢itaocima
da poveZu sve potrebne radne elemente sa higijenom i problemima u relalnim pogonskim
uslovima rada. Dobra proizvodacka praksa obuhvata zahteve koji se odnose na samo
proizvodno postrojenje, kao i na zahteve koje treba da ispuni proizvodna dokumentacija i
pravila ponaSanja radnika koji uéestvuju u procesu proizvodnje.

Udzbenik kao celina daje dobar i jasan uvid u znanja i vestine koji su neophodni
da bi se bioproces izveo kvalitetno i bezbedno, kako s gledista radnika inzenjera, tako i u
pogledu proizvoda i okoline u kojoj treba taj bioroces da se izvede, od idejnog resenja, pa
do njene konacne aplikacije i proizvoda za dobro krajnjeg potrosaca.

Prof. dr. Peter Raspor, dd He

Ljubljana, 3. jun 2012.
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1. UVOD U BIOTEHNOLOGIJU

Prema definiciji Evropske federacije za biotehnologiju iz 1992. godine,
biotehnologija "povezuje prirodne i inZenjerske nauc¢ne discipline da bi se postigla
primena organizama, celija, njihovih delova i molekularnih entiteta u dobijanju
proizvoda za dobrobit ¢ovecanstva".

Prema toj definiciji, biotehnologija je disciplina stara koliko i tradicija pravljenja
piva, vina i hrane, ali i sasvim nova i savremena sa tehnologijom na osnovi
rekombinantne DNK, tehnologijom primene hibridoma i drugih celija visih
organizama, tehnologijom proizvodnje biosenzora i bioCipova. Spektar proizvoda Siri
se svakim danom od proizvoda tradicionalne biotehnologije, kao §to su pekarski
kvasac, mle¢ni proizvodi, pivo, vino, alkohol i organske kiseline, do nekoliko stotina
novih, farmaceutskih i dijagnostickih preparata. Takode su znacajni biotehnoloski
postupci u zastiti zivotne sredine (obrada otpadnih voda, bioloska razgradnja
organskoga ¢vrstog otpada, biodeodorizacija) i moguénosti primene biotehnologije u
agrokompleksu. Zbog izuzetnog znacaja biotehnologija je 1990. godine uvrstena
medu 12 visoko razvijenih tehnologija koje bi trebalo da budu udarni pravci razvoja
Evropske unije.

Biotehnologija se danas smatra poslednjom velikom tehnickom inovacijom
dvadesetog veka. Velika paznja koja joj se poklanja rezultat je u velikoj meri
dostignu¢a moderne biologije, a pre svega genetickog inzenjerstva i hemije proteina,
koje su omogucile primenu savremenih inZenjerskih koncepta u ovoj, inae veoma
staroj oblasti ljudske delatnosti.

Istorija biotehnologije se sazeto moze opisati slede¢im glavnim dogadajima:

Godina Dogadaj

6000. pre Hrista. Dobijanje alkoholnih pica, hleba i sira fermentacionim procesima

1857. Luj Paster dokazuje da je fermentacija izazvana
mikroorganizmima. Izoluje kvasac i povezuje ga sa alkoholnom
fermentacijom. Proucava povezanost bolesti sa dejstvima

mikroorganizama.
1900. Pocetak razvoja industrijskih fermentacija. Prvi antibiotik,
piokinaza, izolovan je 1901. godine iz bakterije Pseudomonas.
1923. Pocinje industrijska proizvodnja limunske kiseline.
1928. Fleming otkriva penicilin, ali njegovo otkri¢e ne privla¢i gotovo

nikakvu paznju. Tek pod teskim uslovima za vreme II Svetskog
rata, u traganju za antibakterijskim preparatom koji bi imao Siru
skalu aktivnosti od do tada koriséenih sulfo-preparata, Flori i Sejn
reaktiviraju Flemingovo otkrice.

1944. Uspostavlja se industrijska proizvodnja penicilina za potrebe rata
u Normandiji, u saradnji engleskih i americkih naucnika i
inzenjera. Ova proizvodnja oznaCava pocetak moderne
biotehnolologije posto je nastala kao rezultat nekoliko znacajnih
inovacija: razvijen je 200 puta aktivniji soj, sa povrSinske se
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1953.

1966.

1973.

1982.

2000

preslo na submerznu kulturu, uspostavljena je masovna
industrijska proizvodnja bazirana na velikim fermentorima i
prate¢oj opremi za pripremu i finalizaciju proizvoda. Sledilo je
osvajanje industrijske proizvodnje drugih antibiotika, po veé
razvijenoj tehnologiji, a zatim i druge fermentacije ¢iji su
proizvodi vitamini (B2, B12, C), kao i amino kiseline.

Wotson i Krik otkivaju strukturu DNK. Ovo otkri¢e je utrlo put
razvoju moderne biologije.

Otkrivanje genetskog koda s§to je omogucilo hemijsku sintezu
gena.

Razvoj tehnologije rekomnbinantne DNK. Nastaje geneticko
inzenjerstvo kao novi alat savremene biotehnologije.

Nastaje prvi komercijalni proizvod rekombinantne tehnologije —
humani insulin.

Pocinje sekvencioniranje humanog gena (genom-projekat).

1.1. PRIMENA BIOTEHNOLOGIJE

Biotehnologija se deli na tradicionalnu i novu biotehnologiju. U tabeli 1.1 data
su osnovna podrucja razvoja biotehnologije i njeni najvazniji proizvodi u okviru ovih
disciplina. U tabeli 1.2 dat je pregled vaznijih industrijskih biotehnoloskih procesa
tradicionalne i nove biotehnologije.

Tabela 1.1. Osnovana podruéja razvoja biotehnologije i njeni najznacajniji

proizvodi.

MEDICINA antibiotici
vakcine
hormoni
imunoproteini

VETERINA antibiotici
vakcine
hormoni rasta

POLJOPRIVREDA pesticidi
fungicidi
herbicidi
vestacko seme

BIOLOSKI vitamini
AKTIVNI amino kiseline
MOLEKULI enzimi

peptidi

HRANA I PICE mleko i mle¢ni proizvodi
alkoholna pica
zasladivaci

baze za sokove

aditivi

U tradicionalnoj biotehnologiji dominira proces fermentacije i ona je osnova
prehrambene industrije (proizvodnja etanola, organskih kiselina, piva mleka i mle¢nih
proizvoda). Novom biotehnologijom dominiraju danas procesi obrade bioprodukata, a
ona je osnova farmaceutske industrije (proizvodnja antibiotika, insulina, interleukina,
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hormona rasta). Predvida

se da c¢e biotehnologija buducnosti

biti osnova

farmaceutske, biohemijske industrije, kao i zastite zivotne sredine.

sse

Tabela 1.2. Najvazniji biotehnoloski procesi u industriji.

FERMENTACIONI PROCESI SA MIKROORGANIZMIMA

Verticillum thompsoni
Hirsutella thompsol

Proces Proizvod
PROIZVODNIJA BIOMASE

Sojevi

Bacillus thuringlensi mikrobioloski insekticidi
B.penentrans

b) biotransformacije

Lactobacillus sp. prerada mleka,
Steptococcus cremoris sp. jogurt, sir
Penicillium roquerfortil
PROIZVODNJA MALIH
BIOMOLEKULA

produkti
a) primarni metaboliti metabolizma:

(etanol,aceton, butanol,

mlecna kiselina),

osnovni metaboliti:

(amino kiseline, vitamin B, nukleotidi, pigmenti)

steroidi, amino kiseline, sorboza, vitamin C,
antibiotici,

mikotoksin,

pigmenti

PROIZVODNJA SLOZENIJIH
BIOMOLEKULA

a) polisaharidi

b) proteini

ksantan, dekstran, pulan,
gelan, emulsan

enzimi,interferon,
interleukin, hormon rasta, urokinaza, tumorski
faktori

PROCESI SA ZIVOTINJSKIM I BILJNIM CELISKIM KULTURAMA

HEMIKALIJA

Proces Proizvod

PROIZVODNIJA VAKCINA humane vakcine

PROIZVODNIJA VAKCINA veterinarske vakcine za Zuticu kunica
PROTIV VIRUSA canine hepatitis

PROIZVODNIJA SKUPIH eritropoetin

FARMAKOLOSKIH PREPARATA | monoklonska antitela
PROIZVODNIJA SKUPIH kodein, atropin,

mentol
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BIOKATALITICKI PROCESI
Proces Proizvod
PROIZVODNJA HEMIKALIJA L-amino kiseline,

fruktozni sirup,
6-aminopenicilanska kiselina,
maleinska kiselina,
aspartamska kiselina

MIKROBIOLOSKI PROCESI U ZASTITI ZIVOTNE SREDINE

Proces Proizvod
PRERADA OTPADNIH precis¢ena voda,
MATERIJA mulijevi
IZLUZIVANJE METALA metali

U BIOMETALURGIJI

Treba jo§S naglasiti da biotehnologija nije zasebna nauka, vec¢ je
multidisciplinarna grana nauke, ¢iji je osnovni zadatak ekonomicna realizacija
bioloskog procesa u industriji, za koje su potrebna znanja biologije, mikrobiologije,
biohemije, hemije i inZenjerstva.

= Primena biotehnologije u medicini

Danas je najaktivnije podrucje primene biotehnologije svakako dobijanje
proizvoda za primenu u humanoj medicini (dijagnostici i terapiji). Ova oblast je
ujedno najvise vezana za primenu rekombinantne tehnologije.

Kloniranje gena za razliCite antigen-proteine osnov je za sintezu viralnih
proteina i dobijanje vakcina. Virusi su saéinjeni od razli¢itih antigen - proteina koji
mogu biti upotrebljeni za stimulaciju imunog sistema u cilju proizvodnje antitela.
Tradicionalne vakcine se zasnivaju na stvaranju antitela, kao odgovora na prisustvo
virusa (vakcine) implementiranih u organizam. Ta ista antitela napadaju i deaktiviraju
eventualno prisutne zive viruse. Vakcine dobijene genetiCkim inZenjerstvom su
jednostavno preparati sintetizovanih viralnih proteina koji na isti nain stimuliSu
imuni sistem. Masovna proizvodnja tradicionalnih vakcina zahteva osvajanje
postupaka za gajenje zivih virusa, prevenciju njihovog oslobadanja u okolinu i razvoj
metoda testiranja vakcine u kojoj ne sme biti zivih virusa. Sinteza viralnih proteina
izbegava potrebu za izolovanjem virusa, nema mogucnosti za kontaminaciju okoline,
a smanjuje potrebe za testiranjem rezidualne aktivnosti vakcine. Zato se ocekuje da ¢e
u buduénosti vakcine dobijene tehnologijom genetickog inZenjerstva dominirati
trziStem. Od najveceg interesa su, na primer, vakcine za hepatitis, AIDS, herpes,
malariju, koleru i boginje.

Humani hormoni su druga klasa proizvoda sa kojima je ostvaren veliki
tehnoloski progres. Hormoni su regulatori metabolizma koje proizvode organi
endokrinog sistema. Hormoni se mogu dobiti ili hemijskom sintezom (uspes$na samo
za najjednostavnije hormone, npr. steroide) ili ekstrakcijom iz tkiva. Insulin dobijen
ekstrakcijom iz pankreasa zivotinja izazivao je Cesto kod ljudi alergijske reakcije,
zbog razlika u strukturi izmedu humanih i zivotinjskih hormona. Geneticko



