Matematicko modeliranje biosinteze mcl-PHA u
stanicama Pseudomonas citronellolis | Pseudomonas
chlororaphis

Gunjevic, Veronika

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:167716

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

preh rambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski

Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet

Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:167716
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:2709
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:2709
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:2709

SVEUCILISTE U ZAGREBU

PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2017. Veronika Gunjevié¢

855/BPI



Matematicko modeliranje biosinteze
mcl-PHA u stanicama Pseudomonas
citronellolis 1 Pseudomonas

chlororaphis



Rad je izraden u Laboratoriju za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i
tehnologiju piva i slada na Zavodu za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pod mentorstvom dr.sc. Predraga Horvata, red. prof.
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te uz pomo¢ asistenta dr.sc.
Maria Novaka.



Neizmjerno se zelim zahvaliti iznimnom ¢ovjeku i mom uzoru prof. dr.sc. Predragu
Horvatu na pruzenoj prilici za izradu ovog rada i na svemu S$to sam naucila prilikom njegove
izrade. Hvala mu na nesebi¢noj pomoc¢i, struénom vodstvu, strpljenju te velikom uloZenom
trudu i vremenu. Zahvaljujem se i asistentu dr.sc. Mariu Novaku na pomoci prilikom
upoznavanja s programom u kojem je ovaj rad izraden te na stru¢nim savjetima prilikom
izrade ovog rada. Takoder, Zelim se zahvaliti prof. dr.sc. Martinu Kolleru na ustupljenim

podacima s UNI Graz-a bez kojih ovaj rad ne bi bio napisan.

I na kraju, veliko hvala mojoj obitelji i prijateljima koji su mi pomagali i bodrili me u
svim teSkim trenucima. Posebno hvala mojim roditeljima koji su mi omogudéili stjecanje
fakultetskog obrazovanja te mi pri tome pruzili potporu i razumijevanje tijekom cijelog

studija.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad

Sveuciliste u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Zavod za biokemijsko inZenjerstvo

Laboratorij za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

MATEMATICKO MODELIRANJE BIOSINTEZE mcl-PHA U STANICAMA Pseudomonas
citronellolis I Pseudomonas chlororaphis

Veronika Gunjevié, 855/BPI

Sazetak: Polihidroksialkanoati srednje duljine lanca (mcl-PHA) privlage sve ve¢u pozornost
kao bioloski proizvedena i biorazgradiva ,,zelena plastika“. Za proizvodnju mcl-PHA koristeni
su kao proizvodni mikroorganizmi bakterije Pseudomonas chlororaphis i P. citronellolis, a
kao sirovina zasi¢eni metilni esteri masnih Kiselina iz biodizela. U svrhu optimizacije
proizvodnje mcl-PHA, detekcije odredenih nepravilnosti prilikom provodenja procesa (reZima
pritoka izvora C i N) te u svrhu boljeg razumjevanja kinetike rasta navedenih
mikroorganizama, izradeni su formalno kineticki matematicki modeli zasnovani na
eksperimentalnim podacima. Modeli su temeljeni na strategiji ,,dva odjeljka“ biomase
(biokataliticki dio i rezervne tvari) i na Leudeking-Piret odnosu izmedu specifi¢ne brzine rasta
i biosinteze proizvoda. Za modeliranje i simulacije koriSten je program Berkeley Madonna.
Matematicki modeli se djelomicno slazu s eksperimentalnim podacima. Neslaganje postoji za
varijablu koncentracija rezidualne biomase (biokataliticki aktivne komponente) za period
limitacije rasta izvorom dusika, a vidljivo je kao prisutan rast rezidualne biomase u dijelu
uzgoja kad u podlozi nije bilo iskoristivog izvora duSika. Takav rezultat upucuje na potrebnu
korekciju metode odredivanja koncentracije rezidualne biomase.

Kljuéne rijedi: srednjelanéani PHA, matemati¢ko modeliranje, formalno kineti¢ki model,
Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas citronellolis

Rad sadrzi: 73 stranica, 19 slika, 6 tablica, 39 literaturnih navoda, 6 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: Dr.sc. Predrag Horvat, red.prof.
Pomoc pri izradi: Dr.sc. Mario Novak, asistent

Strué¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. Izv.prof.dr.sc. Mirela Ivan¢i¢ Santek

2. Prof.dr.sc. Predrag Horvat

3. Prof.dr.sc. Blazenka Kos

4. Izv.prof.dr.sc. Mirjana Curlin (zamjena)

Datum obrane: 14. srpnja 2017.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Biochemical Engineering
Laboratory of Biochemical Engineering, Industrial Microniology and Malting and Brewing
Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

MATHEMATICAL MODELING OF mcl-PHA BIOSYNTHESIS BY Pseudomonas citronellolis
AND Pseudomonas chlororaphis

Veronika Gunjevié, 855/BPI

Abstract: Medium chain lenght polyhydroxyalkanoate (mcl-PHA) attract increasing attention
as biobased and biodegradable ,green platics“. Pseudomonas chlororaphis and P.
citronellolis were selected as production strains for mcl-PHA production from saturated fatty
acids methyl esters (excluded from biodiesel). For the optimization of the mcl-PHA
production process, for detection of irregularities during the process and for better
understanding of the growth kinetics and mcl-PHA biosynthesis, formal kinetic mathematical
models (based on experimental data) were established. The models were based on the ,,two
main biomass compartments strategy (biocatalitycally active part and storage materials) as
well as on the Leudeking-Piret relation between the specific growth and PHA production rate
respectively. For modeling and simulation purposes Berkeley Madonna softwere was used.
Mathematical models partially match the experimental data. There was a disagreement
between the experimental concentration of the residual biomass and the simulated values in
the nitrogen-limited growth phase. This disagreement is evident as the growth of residual
biomass in the cultivation phase when there wasn't utilizable nitrogen source. Such results
indicate the necessary correction of the biomass concentration determination method.

Keywords: mcl-PHA, mathematical modeling, formal kinetic model, Pseudomonas
chlororaphis, Pseudomonas citronellolis

Thesis contains: 73 pages, 19 figures, 6 tables, 39 references, 6 supplements

Original in: Croatian

Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaéi¢eva 23, Zagreb.

Mentor: PhD. Predrag Horvat, Full Professor
Technical support and assistance: PhD. Mario Novak, Scientific Assistant

Reviewers:

1. PhD. Mirela Ivangi¢ Santek, Associate professor

2. PhD. Predrag Horvat, Full professor

3. PhD. Blazenka Kos, Full professor

4. PhD. Mirjana Curlin, Associate professor (substitute)

Thesis defended: 14 July 2017



SADRZAJ

Lo UVOD et 1
2. TEORIISKIDIO ...ttt bbbt sbe e b be e e e 3
2.1, BIOPOLIMERI ...ttt et ne e 3
2.1.1.  Struktura, svojstva i primjena PHA ... 4
2.1.2.  Proizvodni sojevi i Kinetika sinteze PHA............ccoeiieie i 8
2.1.3. Tehnike uzgoja proizvodnih sojeva PHA..........c..cociieiiiiie e 12

2.2, MATEMATICKI MODELI ...cooooiiriiiieiiineieseeeessessssssseessseesse s sseessnens 12
2.2.1. POCJEIA MOGEIA ....c.eieieiieitiieee e 13
2.2.2. Matematicko modeliranje biosinteze PHA ... 14

3. EKSPERIMENTALNI DIO .. ..o 18
3.1, MATERIJALL....o ettt ettt aeesnee s 18
3. L1 MIKIOOIGANIZIMI ...cueiiiiiiiiiieieeee et 18
3.1.2.  Hranjive POAIOGE .....ccveirieiiiie ettt sttt nne s 18
3.1.2.1.  Cvrsta podloga za uzgoj iNOKUIUMA...........cc.ccceeverrreereerererereie s 18
3.1.2.2. UZQOJ U reaKEOTIMA .....voviiiiiiiiieieiee et 18

3.1.3.  1zvor ugljika (FAME)......ccoiiiiiieiiee et 19

3.2, METODE ... ettt 20
3.2.1. Uzg0oj iNOKUIUMA ..ottt 20

3.2.1.1. Uzgoj inokuluma P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM

310 1 1 TSP P PP TP 20
3.2.2.  Uzgoj radnih mikroorganizama i biosinteza PHA ............cccooieiii i 20
3.2.2.1. Uzgoj P. chlororaphis DSM 50083 i biosinteza PHA.............c..ccoevveenne, 20
3.2.2.2.  Uzgoj P. citronellolis DSM 50332 i biosinteza PHA ..........cccccceivveiviiinnnen, 21
3.2.3.  AnalitiCKe MELOAE ....c.vveeiiie et e e 22

3.2.3.1.  ANAliZa SaStAVA FAIME ... eeeeeeeeeeeeeens 22



3.2.3.2.  Odredivanje koncentracije suhe tvari Diomase ..........ccccccoevevvvieiiieneciiennnn 22

3.2.3.3.  Odredivanje optiCke GUSTOCE ........cueriiriiiiiiieiiieiee e 23
3.2.3.4.  Brzi test koncentracije amonijaka...........ccoovviiiiiiieienen 23
3.2.3.5.  Precizno odredivanje koncentracije amonijaka............ccccoeverriiieniiiieniinenne 23
3.2.3.6. 1zolacija mCl-PHA iz DIOMASE........cccveiiiiiiiiec e 24
3.2.3.7. Odredivanje ProteINa.........ccivveuirieriieiiiiiesieiee et 24
3.23.8. GC-FID analiza PHA .........ccoiiiii 24

3.3. MATEMATICKO MODELIRANIE .....ccccceceiuiieiiieercieeeeeeeeseseesee s sesae s 26
3.3.1. Racunalni program ,,.Berkeley Madonna“ i koriStene programske funkcije ...... 26
3.3.2. JednadZbe primjenjene u matematiCkom modelu biosinteze PHA .................... 26

3.3.2.1. JednadZbe primjenjene u matematiCkom modelu biosinteze PHA u

stanicama P. chlororaphis DSM 50083 ...........ccccooiiiiiieiecie e 26

3.3.2.2.  Jednadze primjenjene u matematicCkom modelu biosinteze PHA u stanicama

P. CItronellolis DSM 50332 . ..o 28

3.3.3. Parametri matemati¢kih modela biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis
DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332..........ccccouiiiiieieiiienieise e 29

3.3.4. Testiranje osjetljivosti matematickih modela biosinteze PHA u stanicama P.

chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 na parametre ...........ccccceevvenee. 35
REZULTATI FRASPRAVA ...ttt et 36

4.1. Kljucne varijable i kineticke jednadzbe primijenjene u matematickom modelu

biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 .. 37

4.2. Simulacija procesa biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i
P. citronellolis DSM 50332 matematickim modelom i usporedba s eksperimentalnim

FEZUIALI M e 40

4.2.1. Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM
50083 — PIVI UZQOJ . .veieeiienieieeste sttt sttt sttt sb e bbbt sb s n e 40

4.2.2. Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM
50083 — ArUGE UZGO]..veevveerveeiiieeiiesiieesiee st stee s et e et et e st e beesbaeabaesbeeasbeesneaebeeareeas 44



4.2.3. Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM
50083 — trECT UZZOJ +evvevverienrisieesteeie ettt ettt b et nb e n e sne b ennenne s 48

424, Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM
50332 — PIVI UZGO . e euveiveeiueeieetieiteeieatesteesteeseesseesteasaesseesseasseaseessaenseaneesseesseansesseeseansessens 52

4.25. Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM
50332 — AIUGE UZGOJ - eveeveeneeeetesie sttt sb bttt sb ettt 56

4.2.6. Usporedno razmatranje rezultata matematickog modeliranja biosinteze mcl-

PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332................ 60

4.3. Testiranje osjetljivosti matematickih modela biosinteze mcl-PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332..........cccoviviiieninin e, 64

B, ZAKLIUCCT oot e e e e et e e e e e e e s e e et e et e e et e et e s e e ereer e s e e et een e, 69

6.  LITERATURA .t nb e neene e 70



1. UVOD

Polihidroksialkanoati (PHA) su polioksoesteri koji se prirodno nakupljaju u
mikrobnim kulturama kao rezervna tvar, odnosno izvor ugljika i energije, te se mogu
proizvoditi iz obnovljivih izvora (Koller i sur., 2012; Chee 1 sur., 2010). Privlade sve veéu
pozornost kao biobazirana i biorazgradiva zelena plastika zbog obecavaju¢ih fizikalnih
svojstava 1 dobre integracije njihovog zivotnog ciklusa u prirodno kruzenje ugljika (Muhr 1
sur., 2013a). Medu svim poznatim vrstama biopolimera sa svojstvima plastike jedino se PHA
mogu u potpunosti proizvesti i razgraditi pomocu zivih stanica (Koller i sur., 2012).
Srednjelancani PHA (engl. medium chain leght, mcl; gradeni od monomera koji sadrze 6 — 14
atoma ugljika u bo¢nom lancu) imaju karakteristike elastomera, lateksa 1 guma. Za razliku od
kratkolan¢anih PHA mnogo su manje kristali¢ni, kruti i lomljivi. Zbog navedenih svojstva,
mcl-PHA su pogodni za industrijsku obradu te su interesantni za uporabu u obliku bioloskih
guma i lateksa (Muhr i sur., 2013b). NajistraZeniji i trenutno najbolji mcl-PHA-proizvodni
mikroorganizmi su bakterije iz roda Pseudomonas (Koller i Muhr, 2014). Stoga su na Graz
University of Technology, zbog izuzetno ohrabruju¢ih znacajki, kao radni mikroorganizmi
odabrane bakterije P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332. Izvor ugljika za
rast biomase i sintezu PHA bio je otpadni materijal — metil esteri masnih kiselina dobiveni
proc¢is¢avanjem iz biodizela Zivotinjskog podrijetla. Zbog visokih troskova proizvodnje, PHA
jo$ uvijek nisu konkurenti petrokemijskoj plastici (Koller i sur., 2012). Zato je proces
proizvodnje PHA potrebno optimirati i dodatno istraziti. Kao koristan alatu u optimiranju i
kontroli proizvodnje i metabolizma isti¢e se matematicko modeliranje (Novak 1 sur., 2015).
Osim toga, matematicko modeliranje biosinteze PHA zasnovano na eksperimentalnim
podacima omogucava bolje razumijevanje metabolizma PHA-proizvodnih mikroorganizama
(Koller i sur., 2012).

U ovom radu izradeni su formalno kineti¢ki matemati¢ki modeli biosinteze mcl-PHA
u stanicama P. chlororaphis i P. citronellolis. Modeli su bili zasnovani na eksperimentalnim
podacima uzgoja navedenih bakterija, dobivenim od Graz University of Technology. Svrha
ovih modela bila je uspostava optimizacije samog procesa proizvodnje mcl-PHA detekcijom
odredenih nepravilnost tijekom procesa, kao i bolje razumjevanje kinetike rasta proizvodnih
mikroorganizama i Kkinetike biosinteze mcl-PHA. Testirana je i osjetljivost navedenih

matematickih modela na promjenu parametara. Time se dobio uvid u samu prilagodljivost



matematickog modela mogu¢im stvarnim situacijama u procesu. Za izradu matematickih
modela, programiranje i matematicke simulacije koriSten je racunalni program Berkeley
Madonna (varzija 8.2.21) koji izuzetno brzo rijeSava diferencijalne jednadzbe i sustave

obiénih diferencijalnih jednadbi (Macey i Oster, 2016).



2. TEORIJSKI DIO

2.1.BIOPOLIMERI

Polimeri su makromolekule nastale povezivanjem manjih molekula, monomera,
kovalentnom vezom (Park i Lakes, 2007). Polimeri mogu biti prirodni, npr. celuloza,
modificirani prirodni polimeri, ili sintetski polimeri koji mogu biti sintetizirani iz prirodnih
izvora ili fosilnih sirovina (Rochow i Rochow, 1976). Polimeri direktno ekstrahirani iz
prirodnih izvora ili proizvedeni iz obnovljivih izvora nazivaju se biopolimerima (Bugnicourt i
sur., 2014; Peelman i sur., 2015). U izradi razli¢itih vrsta plastike, preteziti dio mase ¢ine
upravo polimeri (Rochow i Rochow, 1976). S rastu¢im brojem stanovnika, potreba za
plastikom je posljedi¢no sve veca i svake godine se proizvedi otprilike 200 milijuna tona
petrokemijske plastike. Zbog sve veceg nedostatka nafte, proizvodnja petrokemijske plastike
postaje jako skupa i neodrziva. Kao rezultat toga, postavlja se potreba za koriStenjem
alternativnih, odrzivih sirovina za proizvodnju plastike (Du i sur.., 2012). Biopolimeri prema
tome imaju veliku vaznost u odrzivom razvoju tako §to pridonose o¢uvanju fosilnih resursa i
smanjenu emisije ugljiénog dioksida, a poSto su najc¢eSce i biorazgradivi, ne Stete okoliSu

(Bugnicourt i sur., 2014; Du i sur.., 2012).
Biopolimeri se mogu podijeliti u tri kategorije:

1. Polimeri direktno ekstrahirani iz biomase biljaka i Zivotinja (Peelman i sur., 2015), a
oni se dalje mogu podijeliti na polisaharide, lignin (polimerni materijali sastavljeni iz
3-fenilpropanolskih jedinica tj. koniferilnog, kumarilnog i sinapilnog alkohola),
proteine (prirodni poliamidi aminokiselina), prirodni kaucuk i prirodne smole
(Andrici¢, 2009),

2. Polimeri sintetizirani iz monomera bioloskog podrijetla, kao Sto su polilakticna
kiselina (engl. polylactic acid, PLA) i biopolietilen,

3. Polimeri proizvedeni direktno iz mikroorganizama, odnosno polihidroksialkanoati

(engl. polyhydroxyalkanoates, PHA) (Peelman i sur., 2015).

Uz bioplimere, proizvodaci plastike i strucna javnost uvode i pojam zelena plastika.
Kako bi se plastika mogla zvati zelenom plastikom mora biti svrstana u jednu od sljedecih
kategorija materijala: biobazirani, biorazgradivi, kompostabilni i biokompatibilni materijal.
Klasifikacija u navedene kategorije se provodi prema standardiziranoj normi CEN/TR 15932

(2010). Materijal (plastika) se moze smatrati biorazgradivim ukoliko se 90 % njegovog
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ugljika bioloski metabolizira unutar 180 dana. Isto tako, (plasti¢ni) materijal se moze smatrati
kompostabilnim ukoliko manje od 10 % materijala ostaje na situ s porama veli¢ine 2 mm
nakon 180 dana kompostiranja. Kategorija biokompatibilnih materijala se odnosi na
(plasti¢ne) materijale kod kojih je dokazana njihova netoksi¢nost na zve mikroorganizme i
okolis. Polimer se uvrStava u kategoriju biobaziranih materijala, odnosno biopolimera,
ukoliko njegovi monomeri potjecu iz obnovljivih izvora; polimerizacija zatim moze biti

bioloska ili kemijska (Koller i sur., 2012).

Medu biopolimerima, PHA privlaCe sve vefu pozornost kao biobazirana i
biorazgradiva zelena plastika zbog dobre integracije zivotnog ciklusa u zatvoreno kruzenje
ugljika u prirodi i svojih obecavajucih tehnoloskih svojstava materijala. Stoga PHA predlazu

kao zamjena za petrokemijsku plastiku (Muhr i sur., 2013a).

2.1.1. Struktura, svojstva i primjena PHA

PHA su polioksoesteri koji se prirodno nakupljaju u mikrobnim kulturama kao
rezervna tvar, izvor ugljika i energije te se mogu proizvoditi iz obnovljivih izvora (Koller i
sur., 2012; Chee i sur., 2010). Medu svim poznatim vrstama biopolimera sa svojstvima
plastike, jedino se PHA mogu u potpunosti proizvesti i razgraditi pomocu zivih stanica
(Koller i sur., 2012). Mogu se proizvesti iz obnovljivih izvora prve generacije (npr. Zitarica,
SeCerne repe, Secerne trske, Skroba, jestivih ulja) i1 druge generacije (npr. melase,
lignoceluloznih ostataka, sirutke, biodizela i nusproizvoda proizvodnje biodizela — glicerola i
otpadnih lipida) (Novak i sur., 2015). PHA se ve¢inom sastoje od 3-hidroksialkanoata (3HA)
kao monomera. 3HA su najce$ée enantiomerno Cisti, R-konfigurirani monomeri. Struktura
3HA prikazana je naslici 1 (Koller i sur., 2012).
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Slika 1. Op¢a kemijska struktura 3HA. Zvijezdica (*) prikazuje kiralni centar (Koller i
sur., 2012).

PHA se nakuplja u obliku granula unutra stani¢ne citoplazme bakterijske stanice.
Prosje¢ni promjer takve granule je od 0,2 — 0,5 pm. Mikroskopskom analizom je utvrdeno da
je granula PHA obavijena proteinskim i fosfolipidnim monoslojem. Prikaz inkluzija PHA
unutar stanice promatrane pod transmisijskim elekronskim mikroskopom (TEM), te shematski
prikazana granula PHA nalaze se na slici 2 (Kunasundari i Sudesh, 2011). Pod mikroskopom,

granule su vidljive kao svijetle i neprozirne (Koller i sur., 2012).

Fosfolipidni monosloj

(@) (b)

Slika 2. (a) Morfologija PHA u bakterijskim stanicama pod TEM; (b) Model koji
predstavlja nativnu PHA granulu s proteinskim monoslojem na povr$ini (Kunasundari i

Sudesh, 2011).



PHA se obi¢no dijele prema broju atoma ugljika u njihovim monomerima (Wei 1 sur.,
2011). Tako razlikujemo kratkolan¢ane (engl. short chain lenght, scl), srednjelanc¢ane (engl.
medium chain lenght, mcl) i dugolan¢ane (engl. long chain lenght, Icl) PHA (Muhr i sur.,
2013a; Lu i sur., 2009). Monomeri scl-PHA u bo¢nom lancu svojih monomera, sadrze od 3 do
5 ugljikovih atoma, a najvazniji predstavnici ove skupine PHA su polihidroksibutirat i
polihidroksivalerat (Muhr i sur., 2013a; Wei i sur., 2011). Prema svojim fizikalnim
svojstvima, scl-PHA predstavljaju klasi¢ne termoplaste i zbog toga mogu konkiurirati
polietilenu, polipropilenu i PLA (Muhr i sur., 2013b). Monomeri mcl-PHA sadrze od 6 do 14
ugljikovih atoma u bo¢nom lancu svojih monomera. mcl-PHA posjeduju karakteristike
elsatomera, lateksa i guma (Muhr i sur., 2013a). Najatraktivnija karakteristika mcl-PHA je
mogucénost prilagodbe njegovih boc¢nih lanaca monomera tijekom samog uzgoja
mikroorganizma producenta uzgojem na supstratima koji sadrze odgovaraju¢u kemijsku
strukturu. Stovise, neki se bo¢ni lanci mogu i kemijski modificirati (Kim i sur., 2007).
Opcenito, fizikalna svojstva PHA ovise o njihovoj strukturi, odnosno o broju ugljikovih
atoma u monomeru te je mogucnost poboljSanja fizikalnih svojstava modifikacijom
monomera izuzetno pozeljna karakteristika (Bugnicourt i sur., 2014). Usporedba svojstva scl-
PHA i mcl-PHA prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Usporedba svojstava scl-PHA i mcl-PHA (Muhr i sur., 2013b; Bugnicourt i sur.,
2014).

Svojstvo Vrijednost

mcl-PHA scl-PHA
Temperatura staklastog prijelaza (Tg) [°C] - 40 2
Temperatura taljenja (Tm) [°C] 60 160 - 175
Stupanj kristali¢nosti Xcr [%0] <40 40 -60

Molekulska masa (Mr) [kDa] <100 > 100
Istezanje pri lomu & [%] 100 1-15




Zbog visoke vrijednosti istezanja pri lomu mcl-PHA su mnogo manje kruti od scl-
PHA te ih je stoga lakSe oblikovati. Uz to, mcl-PHA se odlikuju mnogo manjim stupnjem
kristali¢nosti od scl-PHA te su stoga manje krhki (Muhr i sur., 2013b; Bugnicourt i sur.,
2014). Zbog svoje izrazito niske temperature staklastog prijelaza (temperatura pri kojoj
amorfni polimeri prelaze iz staklastog stanja u stanje slicno kaucuku, savitljivo i elasti¢no, ali
jo§ uvijek ¢vrsto), mcl-PHA ne postaju lomljivi ¢ak ni ispod temperature lediSta. Zbog
navedenih svojstava mcl-PHA su interesantni za uporabu kao lateksi ili gume (Muhr i sur.,
2013b).

PHA posjeduju i neke zajednicke opce karakteristike:

e netopljivost u vodi i relativno visoka otpornost na hidrolizu,
e otpornost na UV zracenje, ali osjetljivost na kiseline i1 baze,

e topljivost u kloroformu i ostalim kloriranim ugljikovodicima,
e biokompatibilnost,

e netoksicnost,

e manja "ljepljivost” od tradicionalnih polimera kad se rastope (Bugnicourt i sur., 2014).

Iz svega navedenog vidljivo je da je PHA vrlo svestran materijal koji privlac¢i
pozornost razli¢itih grana industrije. Ovi biopolimeri se mogu primijeniti za pakiranje,
posebno u podru¢jima u kojima je pozeljna ambalaza koja se moze kompostirati, primjerice u
prehrambenoj industriji (Koller i sur., 2012). PHA su iznimno poZeljni u pakiranju lako
kvarljive hrane, gdje je korisna visoka nepropusnost PHA fimova za kisik, koju klasi¢ni
polimeri nemaju. Takoder je kod primjene u pakiranju hrane, korisna i nihova visoka
nepropusnost za ugljikov dioksid, arome okusa, vlagu i visoka otpornost na UV zraenje
(Koller, 2014). PHA se takoder koriste i u medicini, kao implantanti, kirurSke igle, vijci 1
Savovi, kao nosaci matrice za kontrolirano otpustanje lijeka, a posebno u tkivnom inZenjerstvu
kao matrica za rast stanica u in vitro uvjetima. Kod medicinske primjene iznimno je korisna
njihova biokompatibilnost (Koller i sur., 2012; Chee i sur., 2010). Za primjenu PHA u obliku
plastike, PHA se mogu obraditi ve¢ poznatim tehnikama za obradu petrokemijske plastike

(valjanje, brizganje).

PHA se ne mora primijeniti smo kao plastika. Hidrolizom PHA na njegove monomere
dobija se smjesa enantiomera iste konfiguracije koja se moZze koristiti u farmaceutskoj
industriji kao ishodi$ni materijal za sintezu finih kemikalija kao §to su feromoni, vitamini,

antibiotici i ostali farmaceutski proizvodi. PHA se mogu konvertirati u alkil estere



tranesterifikacijom, ¢ime nastaju 3-hidroksialkanoat-metil-esteri (3HAME). Testiranjem
3HAME kao motornih goriva, dobiveni su rezultati prema kojima je toplina dobivena
izgaranjem 3HAME gotovo ista onoj dobivenoj izgaranjem benzina (Koller i sur., 2012).

2.1.2. Proizvodni sojevi i kinetika sinteze PHA

U tablici 2 navedeni su rodovi bakterija koji imaju biosintezu PHA.



Tablica 2. Prikaz rodova bakterija koji sintetiziraju PHA (Lu i sur., 2009).

Gram-pozitivne bakterije

Actinomyces Bacillus Caryophanon Corynebacterium
Clostridium Micrococcus Microcystis Nocardia
Rhodococcus Staphylococcus Streptomyces

Acinetobacter Alcaligenes Aphanocapsa Aphanothece
Asticcaulus Azomonas Azospirillum Azotobacter
Beggiatoa Beijerinckia Beneckea Caulobacter
Chloroflexus Chlorogloea Chromatium Chromobacterium
Derxia Ectothiorhodospira Escherichia Ferrobacillus
Gloeothece Haemophilus Halobacterium Haloferax
Hyphomicrobium Lamprocystis Lampropaedia Leptothrix
Methanomonas Methylobacterium  Methylocystis Methylomicrobium
Methylomonas Methylosinus Methylovibrio Microcoleus
Moraxella Mycoplana Nitrobacter Nitrococcus
Oceanospirillum Paracoccus Photobacterium Protomonas
Pseudomonas Rhizobium Rhodobacter Rhodopseudomonas
Rhodospirillum Sphaerotilus Spirillum Spirulina

Stella Syntrophomonas Tetrahymena Thiobacillus
Thiocapsa Thiocystis Thiodicotyon Thiopedia
Thiosphaera Vibrio Xanthobacter Zoogloea

Osim bakterija, PHA mogu sintetizirati genetski modificirani kvasac i biljke (Novak i
sur., 2015).

Za mikroorganizme producente, PHA izvrSavaju vazne bioloske funkcije.
Najistaknutija je njihova funkcija ,,skladistenja“ energije i ugljika — u uvjetima gladi uslijed
nedostatka izvanstani¢nog izvora ugljika, ove rezerve se mogu koristiti kao izvor ugljika i
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energije. PHA su takoder vazni za regulaciju uravnoteZzenog unutarstani¢nog energetskog
toka, za npr. stani¢nu pokretljivost, i za ciljanu raspodijelu rezervi ugljika do razli¢itih
metabolickih puteva. Nadalje, postoji i tek nedavno razjaSnjena ulogu PHA u zastiti stanice u
ekoloski stresnim uvjetima kao $to su osmotski Sok, UV zracenje, isuSivanje, toplinski i
oksidativnih stres. Uz navedeno, ukljueni su u specificna metabolicka zbivanja poput

sporulacije, germinacije, kontrole izlu¢ivanja egzopolisaharida i sli¢nog (Koller i sur., 2012).

Ovisno o tipu kinetike mikrobnog rasta i proizvodnje PHA, mozemo razlikovati tri

skupine mikroorganizama proizvodaca PHA:

a) Sojevi kod kojih je faza biosinteze PHA strogo odjeljena od faze rasta; faza
proizvodnje PHA poti¢e se limitacijom rasta izvorima dusika ili fosfora u hranjivoj
podlozi uz suviSak izvora ugljika (npr. Pseudomonas sp. 2F i Methylomonas
extorquens).

b) Sojevi kod kojih je faza biosinteze PHA djelomi¢no vezana uz fazu rasta; u fazi
eksponencijalnog rasta proizvode PHA do odredene koncentracije, dok u fazi
stacionarnog rasta, koja je potaknuta limitacijom rasta izvorima dusika ili fosfora u
hranjivoj podlozi (uz suviSak izvora ugljika) nakupljaju PHA u povecéanoj
koncentraciji (npr. Cupriavidus necator).

c) Sojevi kod kojih je faza biosinteze PHA u potpunosti vezana uz fazu rasta; u fazi
eksponencijalnog rasta sSintetiziraju velike koli¢ine PHA neovisno o limitaciji rasta
esencijalnim supstratima za rast u hranjivoj podlozi (npr. Azohydromonas lata DSM
1122 i Pseudomonas putida GPol ATTC 29347) (Novak i sur., 2015).

Izbor mikroorganizma za biosintezu PHA temelji se na nekoliko ¢imbenika kao $to su:
sposobnost mikroorganizma da metabolizira jeftine izvore ugljika, brzina rasta, brzina
biosinteze polimera te maksimalna mogué¢a koli¢ina akumuliranog biopolimera (Khanna i
Srivastava, 2005). Takoder, potrebno je razmotriti nacin izolacije PHA iz mikroorganizma
nakon proizvodnje, posto troSkovi izolacije ponekad mogu iznositi ¢ak 40 % od ukupne cijene
proizvodnje PHA (Khanna i Srivastava, 2005; Marsudi, 2006). Kao najbolji prizvodni
mikroorganizam scl-PHA istice se Cupriavidus necator, dok su najpoznatiji proizvodni
mikroorganizmi mcl-PHA bakterije iz roda Pseudomonas (Khanna i Srivastava, 2005).
Nistrazeniji proizvoda¢ mcl-PHA iz roda Pseudomonas je Pseudomonas putida (Koller i
Muhr, 2014).

Biosinteza mcl-PHA u bakterijama odvija se preko tri razli¢ita puta u kojima se
sintetiziraju prekursori za mcl-PHA (slika 3):
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e Ukoliko se uzgoj vrsi na supstratima kao Sto su glukoza i glukonat, biosintzeza mcl-
PHA odvija se preko prekursora (R)-3-hidroksiacil-CoA dobivenog preko puta de
novo biosinteze masnih kiselina.

e Tijekom rasta na supstratima kao §to su na primjer n-alkanske kiseline ili n-alkani,
formiranje mcl-PHA se odvija preko B-oksidacijskog puta.

e Ukoliko se uzgoj odvija na supstratima kao $to su glukoza i glukonat, moze se odvijati
I produljivanje lanca acil-CoA s acetil-CoA te daljnja razgradnja acil-CoA u B-
oksidacijskom putu.

Ugljikohidrati Masne kiseline
Acil-CoA
v
Acetil-CoA

77N\

Produljenjelanca
0 (0] O
R/U\)J\SCOA p-oksidacija R/\)J\scm
Ketoacil-CoA s kel 2-trans-Enoil-CoA

Ketoacil-CoA
reduldaza OH O

RM SCoA

Enoil-CoA
(S)-3-Hidroksiacil-CoA hidrataza
De ”".}‘l'ok?‘m;?za 3-Hidroksiacil-Cod
masnih kiselina epimeraza |
v H
3-Hidrolciacil%\‘ OH O PHA 0
transferaza sintaza
> —_
(R)-3-Hidroksiacil-ACP (R)-3-Hidroksiacil-CoA Poli-(R)-3-hidroksialkanoat

Slika 3. Metabolicki putevi biosinteze mcl-PHA (Kim i sur., 2007).

U zavr$nom koraku biosinteze mcl-PHA, mcl-PHA sintaza , za koju kodira gen PhaC,
katalizira konverziju (R)-3-hidroksiacil-CoA u mcl-PHA uz otpustanje CoA. U bakterijama
roda Pseudomonas do sada su identificirana dva gena koji kodiraju za mcl-PHA sintazu —
phaCl i phaC2 (Kim i sur., 2007).
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2.1.3. Tehnike uzgoja proizvodnih sojeva PHA

Tehnike uzgoja proizvodnih sojeva ovise o njihovoj kinetici rasta i kinetici biosinteze
PHA. Prema tome, mogu se primijeniti sljedece tehnike uzgoja: Sarzni proces, $arzni proces s
pritokom supstrata, ponavljani Sarzni proces, ponavljani Sarzni proces s pritokom supstrata, te
jedno-, dvo- ili viSestupanjski kontinuirani proces. Tijekom proizvodnje moze se primijeniti
¢istu ili mjesovitu kulturu mikroorganizama. Mikroorganizmi proizvoda¢i PHA koji pripadaju
skupinama navedenim pod a) i b) u poglavlju 2.1.2., visoku produktivnost PHA postizu u
dvostupanjskom kontinuiranom procesu i Sarznom procesu s pritokom supstrata (Novak i sur.,
2015). U prvoj fazi ovakvih procesa uzgoja postize se zeljena koncentracija biomase
mikroorganizma proizvodaca PHA, dok se u drugoj fazi esencijalni nutrijenti (naj¢es¢e dusik i
fosfor) odrzavaju na koncentracijama koje limitiraju rast biomase, ¢ime se omogucava sinteza
PHA iz suviska izvora ugljika. Tijekom faze limitacije esencijalnim nutrijentima, masa
rezidualne biomase (definirana kao masa stanica od koje je oduzeta masa sintetiziranog PHA)
ostaje gotovo konstantna, dok se ukupna masa biomase poveéava samo zbog intracelularnog
nakupljanja PHA (Khanna i Srivastava, 2005).

Najveéi problem zamjene petrokemijske plastike s PHA je cijena proizvodnje PHA
koja je mnogo veca od cjelokupne cijene proizvodnje petrokemijske plastike. Kontinuirani
proces proizvodnje PHA je odrZiva strategija smanjenja troSkova proizvodnje. Opcenito,
kontinuiranim procesima u biotehnologiji moguce je ostvariti mnogo vecu produktivnost, nize
troskove proizvodnje i konstantnu proizvodnju produkta. Medutim, za proizvodnju PHA jo$
su uvijek najc¢esce u uporabi Sarzni proces i Sarzni proces s pritokom supstrata (Horvat i sur.,

2013).

2.2. MATEMATICKI MODELI

Matematicki model sustava (biotehnoloSkog procesa definiranog kao tehnicki
proizvodni sustav) je matematicki izraz, odnosno izrazi (matematicke jednadzbe, statisticke
relacije, racunalni programi) kojima se odreduje interakcija okoline (ulazne veli¢ine) 1 stanja
sustava (veli¢ine stanja) i svrha upravljanja (izlazne veli¢ine) (Kurtanjek, 2003). Drugim
rijeCima, matemati¢ko modeliranje je opisivanje osnovnih znacajki odredenog sutava pomocu

matematickih izraza (Gierisch, 2000).
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U biotehnologiji, matemati¢ko modeliranje je korisni alat za optimiziranje proizvodnje
I kontrolu metabolizma mikroorganizma, te ima vrlo istaknuti znacaj (Novak i sur., 2015). Na

osnovi matemati¢kih modela vrsi se:

e analiza odziva mjernih sustava u biotehnoloSkim procesima,

e procjena parametara i direktno nemjerljivih stanja procesa,

e prijenos rezultata procesa iz laboratorijskog mjerila u poluindustrijsko i
industrijsko mjerilo,

e projektiranje novih procesa,

e nadzor procesa,

e ocuvanje kakvoée proizvoda,

e upravljanje (automatizacija) procesa,

e optimiranje procesa (Kurtanjek, 2003).

Tijekom formuliranja modela, nuzno je da se u obzir uzmu sve kompleksne uzro¢no-
posljedi¢ne sekvence koje imaju utjecaj na sam proces. Rezultati simulacije modela ¢esto
mogu objasniti 1 zasto se odredeni fenomeni javljaju u praksi — samim time matematicki
modeli pomazu boljem razumjevanju samog procesa (Dunn i sur., 2003). Povezivanjem
matematickog modela s eksperimentalnim podacima mjerenim tijekom uzgoja
mikroorganizama moze se osigurati preciznost eksperimnetalnih rezultata, ali 1 otkriti nove

znacajke fiziologije mikroorganizama (Horvat 1 sur., 2016).

2.2.1. Podjela modela

Teorija modela svrstava modele u nekoliko kategorija i njima suprotnih protu-
kategorija: deskriptivni / eksplanatorni, deterministicki / stohasticki, diskretni / kontinuirani,
verbalni / neverbalni, nestrukturni / strukturini modeli, modeli crne / sive / bijele Kutije,
nematematicki / matematicki, distribuirani / usredotoceni modeli. Navedene se klase dalje
mogu kombinirati, a izvedeni modeli se, prema svojstvima, mogu grupirati u dinamicke,
kinetic¢ke, logisticke i kiberneticke modele (Horvat i sur., 2016). Obi¢no, model razvijen iz
bioloSkog dogadaja u Zivim sustavima moze pripadati u viSe grupa modela (Novak i sur.,
2015). Takav primjer je dinamicki model koji ima karaktristike strukturnih, matematickih,
kontinuiranih i usredotocenih modela. Suprotno, kineti¢ki se modeli mogu podijeliti u samo
dvije grupe — nestrukturni i strukturni modeli (Horvat i sur., 2016). Nestrukturni kineticki

modeli su u literaturi poznati i kao foramlno kineticki i mehanisticki modeli (Novak 1 sur.,
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2015). Ovi modeli su konstruirani prema kemijsko-kinetickom pristupu i ne razlikuju Zzivi
sustav ili stanicu od kemijskog sustava (Patnaik, 2005). Najjednostavniji su u skupini
kinetickih modela pa su zbog toga i danas ¢esto u upotrebi (Horvat i sur., 2016). Strukturni se
modeli mogu podijeliti u sljede¢e grupe: morfoloske, metaboli¢ke, odjelne te kemijski
povezane modele (Novak i sur., 2015). Izbor matematicCkog modela ovisi o razini

inzenjerskog znanja i sloZzenosti samog procesa kojeg se zeli modelirati (Kurtanjek, 2003).

2.2.2. Matematicko modeliranje biosinteze PHA

U skorije vrijeme, evidentirano je nekoliko stotina mikroorganizama proizvodaca
PHA. Ovi su mikroorganizmi uzgajani na vrlo razli¢itim supstratima, te je uzgoj proveden
uporabom razli¢itih tehnika uzgoja. Ukoliko ovoj ¢injenici pridodamo raznolikost proizvoda,
npr. duljinu lanca PHA, sastav monomera u polimeru, intermolekularna polimerna struktura
itd., o€it je rezultat velikog broja moguéih veza izmedu mikroorganizama, supstrata,
produkata, kineti¢kih svojstava i tehnika uzgoja. Samim time postoji Sirok spektar razli¢itih

modela koji opisuju biosintezu PHA (Horvat i sur., 2016).

U ranijim fazama matematickog modeliranja biosinteze PHA najcesée su koriSteni
formalno kineticki modeli koji su bili usmjereni na kineticke odnose izmedu supstrata,
produkta i biomase mikroorganizma. Dakle, u ovoj ranoj fazi optimizacija samog procesa
proizvodnje PHA nije bila glavna svrha modeliranja (Novak i sur., 2015). Tijekom tadaSnjeg
uzgoja mikroorganizama proizvoda¢a PHA, kao supstrat koji limitira rast koristio se izvor
ugljika, dok su svi ostali nutrijenti bili raspoloZivi u visokim koncentracijama. Ova tehnika
nije bila optimalna za mikroorganizme navedene u poglavlju 2.1.2. pod a) i b) (Horvat i sur.,
2016). Ovakvi su modeli kasnije korigirani razvojem strategije s ,,dva glavna odijeljka“ koja
je u uporabi i danas. Prvi je odjeljak kataliticki (u literaturi poznat kao rezidualna biomasa),
dok je drugi odjeljak sam biopolimer. Uz to, zapazen je pozitivan utjecaj limitacije rasta
mikroorganizama izvorima dusika i/ili fosfora na prinos PHA tijekom uzgoja sojeva
navedenih pod a) i b) u poglavlju 2.1.2. Uvodenjem ovih novih limitirajuéih supstrata,
mijenjali su se i matematicki izrazi za specificnu brzinu rasta mikroorganizama i specifi¢nu
brzinu biosinteze PHA. Stoga se za matematicko definiranje specifi¢ne brzine rasta uporabila
tzv. viSe-supstratna Monodova jednadzba. Nadalje, pronalaskom mnogih novih sojeva
mikrooragnizama proizvodata PHA te koriStenjem razliCitih jeftinih supstrata s ciljem
smanjenja troSkova proizvodnje PHA, bilo je potrebno promijeniti i matematicke jednadzbe

(modele) za specifi¢nu brzinu biosinteze PHA. Zbog toga je u jednadzbe uvedena inhibicija

14



supstratom — odnosno, inhibicija rasta mikroorganizma izvorom ugljika u suvisku, te
inhibicija proizvodnje PHA izvorom dusika i/ili fosfora. Takoder, naknadno je dodan i izraz
za specifi¢nu brzinu potro$nje izvora ugljika za energiju odrzavanja (uobi¢ajeno jednostavna
Monodova jednadzba). Isto tako, modeli su pro$ireni i jednadzbom koja prikazuje utjecaj
razine otopljenog kisika u podlozi na rast mikroorganizma. Primije¢eno je i da odredeni
mikroorganizmi prestaju sintetizirati PHA kada njegov maseni udio u stanici dode na
odredenu maksimalnu razinu. Tako su u formalno kineticke modele uvedene logisticke
jednadzbe koje opisuju ovu pojavu. Ukoliko su metabolicki putevi biosinteze PHA kod
odredenog mikroorganizma proizvodata nepoznati, modeliranje primjenom formalno

kineti¢kih modela je najbolja opcija (Novak i sur., 2015).

Dinamic¢ki modeli su prikladan alat za prikazivanje razli¢itih prijelaznih stanja
prisutnih tijekom rasta mikroorganizama kao §to su npr. prijelazna stanja izmedu lag faze i
eksponencijalne faze, te izmedu eksponencijalne faze i stacionarne faze rasta (Horvat i sur.,
2016). Ovi modeli u obzir uzimaju vremenski ovisne promjene u stanju sustava. Stoga su
obi¢no napisani u obliku sustava diferencijalnih jednadzbi, a u slu¢aju biosinteze PHA,
obi¢no su strukturirani. Nadalje, dinamicki modeli, za razliku od formalno kinetic¢kih, u obzir
uzimaju i1 geneticki faktor i individualnost svake stanice (Novak i sur., 2015). Ovi modeli
dakle, sadrze osnovne informacije o mikrobnim procesima kao $to su enzimske reakcije,
interakcije izmedu DNA 1 proteina te medusobne interakcije izmedu razli¢itih proteina.
Dinamicki model mogucée je razviti kombiniranjem poznate stehiometrije reakcija s

kinetickim svojstvima i mrezom metabolickih puteva (Horvat i sur., 2016).

U modeliranju biosinteze PHA takoder su koriSteni metabolicki matematicki modeli.
Metabolicke matematicke modele odlikuje karakteristika da su namjenjeni odraZavanju
stvarnog fizioloSkog stanja stanice. U pogledu sloZenosti, metabolicki modeli se odnose na
vrlo Sirok spektar razli€itih slu€ajeva: od jednostavnih slucajeva, gdje se istraZzuje metabolicki
put s najmanje dvije ili tri enzimske reakcije, do vise ili manje kompliciranih metabolickih
mreZa koje predstavljaju glavne katabolicke 1 anabolicke puteve stanicnog metabolizma
(Novak 1 sur., 2015). Ukoliko metabolicki model namjerava opisati prijelazna stanja unutar
visoko sofisticiranih metaboli¢kih mreza koje se mogu sastojati od velikog broja reakcija, u
model treba umetnuti medusobno povezane puteve kao i kontrolu metabolizma i bioloSke
regulatore. Nazalost, rijetkost je da su regulacijski mehanizmi u potpunosti poznati i
definirani. Ovo je glavni razlog zbog kojeg je, s danasnjim znanjem, za oderedene bioloske

sustave nemoguce uspostaviti potpuno razvijen metaboli¢ki model. Metaboli¢ki matematicki
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modeli koji se odnose na PHA-sintetizirajue mikroorganizme vazni su za razjasnjenje
biosinteze PHA, regulacije metabolizma i nac¢ina unoSenja supstrata u stanicu te su neizbjezni
u dobivanju novih sojeva proizvodaca PHA (Horvat i sur., 2016). Medu metabolickim
modelima, mogu se nalaziti kineticki modeli (koji se obi¢no zasnivaju na enzimskoj i/ili
mikrobnoj kinetici, kao 1 na stehiometriji metabolickih reakcija), stehiometrijski modeli
(temeljeni na vremenski neovisnim karakteristikama metabolickih mreza) i kiberneticki
modeli (temeljeni na optimalnoj prirodi mikrobnih procesa i na regulaciji metabolizma preko
kibernetickih okvira koji se moraju razlikovati od ¢istih kinetickih dogadanja). Takoder, u
upotrebi su i hibridni metabolicki modeli koji sadrzavaju karakteristike najmanje dva gore
navedena modela (Novak i sur., 2015). Galvna znacajka kineti¢kih metaboli¢kih modela je da
su formulirani prema nacelima Kinetike biokemijskih reakcija. Ako bi bile dostupne
informacije o svim enzimskim reakcijama koje se nalaze u metabolickoj mrezi odredenog
mikroorganizma, bilo bi moguée napraviti i primijeniti detaljan model za interpertaciju
eksperimentalnih rezultata te predvidjeti dinamicke promjene u stanicama tijekom kultivacije
u hranjivoj podlozi. Medutim, informacije o regulaciji metabolizma i kinetickim parametrima
reakcija su Cesto nepoznate pa su ovi modeli obi¢no ograniceni na odredeni bioloski dogadaj,
npr. na ustaljene metabolicke flukseve tijekom eksponencijalne faze rasta, degradaciju PHA u
uvjetima limitacije izvorom ugljika, ili aktivnosti stanice tijekom mirovanja. Stehiometrijske
metabolicke modele karakterizira primjena striktnih stehiometrijskih veza s obzirom na
izvanstani¢ne supstrate, proizvode i unutarstani¢ne metabolite. Glavni nedostatak ovih modela
je ograniCena mogucnost predvidanja razvoja dogadaja zbog nedostatka informacija o

regulaciji metabolizma.

Kao S§to je ve¢ navedeno, primjenom sadasnjeg znanja u podru¢ju regulacije
metabolizma prakti¢ki je nemogucée imati sve podatke potrebne za formiranje potpuno
razvijenog i egzaktnog kinetickog modela te se stoga mnogi kineticki i mehanisticki modeli
razviju uz odredena pojednostavljenja za uklju¢ivanje regulacije metabolizma u model.
Dodatni nacin ukuljucivanja mehanizma regulacije metabolizma u model je primjena nacela
kibernetickog modeliranja. Dakle, u kinetickim modelima, kiberneticke varijable mogu
zamijeniti nepoznate mehanisticke elemente mehanizma regulacije metabolizma. Takve
kiberneticke varijable mogu se primijeniti za opisivanje razlicitih procesa u stanicama kao §to
su indukcija, inhibicija, represija ili aktivacija. Kiberneticka metodologija pretpostavlja da
Zive stanice reagiraju na promjene u okoliSu na nacin koji je voden njihovim prethodnim

iskustvima i omogucava najvece Sanse za opstanak u datim uvjetima. U tu svrhu, potrebno je
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formulirati objektivnu funkciju uz pretpostavku da metabolizam stanice djeluje u skladu s
specifi¢nim fizioloskim ciljem, npr. optimalni rast ili maksimalni prinos produkta. Odnosno,
ovakva hipoteza pretpostavlja da stanice reguliraju biosintezu i enzimske aktivnosti s
,hamjerom* da optimalno postignu cilj (nutritivni cilj). Jedan od prvih radova koji je opisao
biosintezu PHA kiberneti¢im modelom objavili su Yoo 1 Kim (1994). Predlozili su da je put
biosinteze PHB kontroliran na razini transkripcije na koju utjece vanjski stres, npr. limitacija
rasta izvorom duSika. Nedostatak kibernetickih modela je njihova pretjerana slozenost. U
odredenim situacijama potrebno je postaviti viSe kibernetickih ciljeva, te cesto nije jasno koji

ovih modela (Patnaik, 2005).

Kako mehanisticki i kiberneticki modeli u modeliranju biosinteze PHA imaju
odredene nedostatke, dio tih nedostaka moguce je otkloniti primjenom neuronskih mreza
(Novak i sur., 2015). Neuronske mreZe ne zahtijevaju matematicki opis sustava. Cest je sluéaj
da se niti jedna od dizajniranih neuronskih mreZza ne moze pokazati kao najbolji model. Stoga
je korisno razviti hibridne neuronske mreze kombiniranjem neuronke mreze s matematickim
modelima (mehanistickim ili kibernetickim) (Patnaik, 2005). Zbog znanja kojeg danas
posjedujemo, optimiranje ovakvih modela je moguce isklju¢ivo pomocu eksperimentalnih
podataka. Do danas istrazivaéi nisu pronasli jednostavan genericki postupak za osmisljanje
preciznog i ciljanog plana za razvoj hibridnih neuronskih mreza. Kao i svi drugi opisani tipovi
modela, modeli neuronskih mreza 1 hibridni modeli smatraju se moc¢nim alatom u

identifikaciji potrebnih postupaka optimizacije procesa (Horvat i sur., 2016).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Mikroorganizmi

U ovom radu koriSteni su sojevi bakterija Pseudomonas chlororaphis DSM 50083 i
Pseudomonas citronellolis DSM 50332. Liofilizirani uzorak oba soja kupljen je od DSMZ
(engl. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures), Njemacka, sojevi su
uzgojeni / razmnozeni na Graz University of Technology, Institut of Biotechnology and
Biochemical Engeneering sukladno uputama dobavljaca, a u daljnjem postupku su koristeni

kao radne kulture uz redovito precijepljivanje svakih 14 dana na kose agare.

3.1.2. Hranjive podloge

3.1.2.1. Cvrsta podloga za uzgoj inokuluma

Cvrsta podloga za uzgoj inokuluma sadrzavala je 5 g L™ peptona, 3 g L™ mesnog
ekstrakta i 15 g L agara (voda do 1000 ml). Podloga je sterilizirana, razlijana u Petrijeve

zdjelice i nakon 24 h spremljena u hladnjak na +4 °C.

3.1.2.2. Uzgoj u reaktorima

Za uzgoj kultura P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 u
reaktorima te biosintezu PHA, koriStena je hranjiva podloga sastava koji je naveden u tablici
3. Specificno za ove uzgoje jest da je za izvor ugljika koristena smjesa metil estera masnih
kiselina srednje duzine lanca (engl. medium chain lenght fatty acid methyl esters, mcl-
FAME), dobivena procis¢avanjem tijekom proizvodnje biodizela iz masti Zzivotinjskog

podrijetla.
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Tablica 3. Sastav hranjive podloge za rast i nakupljanje PHA granula u bakterijama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332.

Redni broj Kemikalija Koncentracija
1, Na;HPO, 717 [g L]
2. KH2PO4 3[gL7]
3. MgSO4*7H20 0,2 [g LY
4 (NH4):S04 1[gLY
5. CaCl,*2H,0 0,02 [g LY
6. NHJFe(lIl)citrat 0,05 [g L7
7. SL6 1[mLLY)
8. FAME 5-10[gLY
9. NH4OH, 25% Automatsko dodavanje za korekciju pH (sluzi
ujedino kao izvor dusika u fazi uzgoja biomase)
10. NaOH Automatsko dodavanje za korekciju pH (provodi se
u fazi sinteze PHA bez rast abiomase)

Legenda: SL6 (Otopina elemanata u tragovima): ZnSOs*7H,0, 100 mg L™!; H3BO3, 300 mg
L, CoCl2*6H20, 200 mg L; CuSQO4, 6 mg L%; NiCl2*6H20, 20 mg L; NazMoO4*2H.0,
30 mg LY; MnCl,*2H,0, 25 mg L.

3.1.3. lzvor ugljika (FAME)

Biodizel Zivotinjskog podrijetla proizvela je tvrtka ARGENT Energy Ltd, UK. FAME
su bili proc¢iséeni destilacijom pri snizenom tlaku (0,95 mbar) i pri temperaturi od 140 — 150
°C. Procis¢avanje FAME je provedeno na Institute of Chemistry, Karl-Franzens-University
Graz.
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3.2.METODE

3.2.1. Uzgoj inokuluma

Uzgoj inokuluma proveden je na Graz University of Technology, Institut of
Biotechnology and Biochemical Engeneering, pod mentorstvom prof.dr.sc. Martina Kollera
(Mubhr i sur., 2013a; Muhr i sur., 2013b).

3.2.1.1.Uzgoj inokuluma P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332

Uzorak soja prenesen je u Petrijevu zdijelicu s krutim agarom sastava navedenog u
poglavlju 3.1.2.1. Inkubacija se odvijala na 30 °C. Nakon proliferacije, stanice su prenesene u
tikvicu koja je sadrzavala hranjivu podlogu sastava navedenog u tablici 3, a kao izvor ugljika
koriSteni su FAME. Zatim je tikvica stavljena na tresilicu pri temperaturi od 30 °C. Uzgoj je

trajao 24 sata, nako necega je dobivena kultura stanica koriStena kao inokulum.

3.2.2. Uzgoj radnih mikroorganizama i biosinteza PHA

Uzgoj radnih mikroorganizama u reaktoru proveden je na Graz University of
Technology, Institut of Biotechnology and Biochemical Engeneering, pod mentorstvom
prof.dr.sc. Martina Kollera (Muhr i sur., 2013a; Muhr i sur., 2013b).

3.2.2.1.Uzgoj P. chlororaphis DSM 50083 i biosinteza PHA

Provedena su tri aerobna uzgoja P. chlororaphis DSM 50083 u laboratorijskom
staklenom bioreaktoru (Labfors 3, Infors, CH), radnog volumena od 2 do 5 L, u kontroliranim
uvjetima: pH vrijednost 7,1 + 0,1, temperatura 30 °C i koncentracija otopljenog kisika (pO2)
40 % zasicenosti u fazi rasta biomase, odnosno 20 % tijekom faze biosinteze PHA. Uzgoj je
bio proveden kao Sarzni s pritokom supstrata. Tijekom uzgoja je koriSteno sredstvo protiv
pjenjenja (Glanapon 2000, Bussetti, Austrija) koje je dodavano automatski. FAME su
dodavani u pritocima, u teku¢em obliku s obzirom na brzinu potrosnje (porast pO vrijednosti
indicirao je nestanak izvora C) tako da koncentracija nikad nije presla 11,3114 g/L. Posto je
FAME hidrofoban supstrat (koji se ne mijeSa s vodom), dodavan je uz emulgator Grinsted
Citrem SP70.

Tijekom prve faze uzgoja, pH je odrzavan konstantnim uz dodavanje 25 %-tne otopine
NHsOH, ¢ime se i koncentracija NH4", odnosno izvora dusika, odrzavala na potrebnoj razini.
Kada je dostignuta zeljena koncentracija biomase, zapoceta je druga faza uzgoja u kojoj je
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otopina NH4OH zamjenjena s 20 %-tnom otopinom NaOH (kao bi se ostvarili uvjeti limitacije

rasta izvorom dusika, odnosno kako bi se zaustavio rast biomase i potakla biosinteza PHA).

Prvi je uzgoj bio proveden u mediju pocetnog volumena 2 L. Najprije je u sterilni
bioreaktor dodana 1 L hranjive podloge (s dvostrukom koncentracijom otopljenih tvari
navedenih u tablici 3), a nakon toga dodana je 1 L inokuluma. Poc¢etna koncentracija FAME
iznosila je 5 g L. Lag faza rasta trajala je 12 h. Prva faza uzgoja, odnosno faza rasta, trajala
je do 27 h uzgoja nakon ¢ega zapocCinje druga faza uzgoja, odnosno faza biosinteze PHA.

Uzgoj je prekinut u 49 h.

Drugi je uzgoj proveden u mediju po¢etnog volumena 5 L — najprije je u sterilni
bioreaktor dodano 2,5 L hranjive podloge (s dvostrukom koncentracijom otopljenih tvari
navedenih u tablici 3), nakon ¢ega je dodano 2,5 L inokuluma. Ovog puta je pocetna
koncetracija FAME iznosila 10 g L. Lag faza je trajala 5 h, s faza rasta je provedena do 23 h
uzgoja. Nakon toga, zapoceta je faza biosinteze PHA potaknuta limitacijom rasta izvorom

dusika. Ovaj uzgoj je trajao 39 h.

Treéi je uzgoj proveden u mediju pocetnog volumena 5 L, uz pocetnu koncentraciju
FAME od 10 g L. Bioreaktor je bio inokuliran s volumetrijski umanjenim inokulumom u
odnosu na volumen hranjive podloge kako bi se omogucilo mjerenje prilagodbe ovog soja na
poveéanje volumena. Inokulum je bio uzgojen u hranjivom mediju volumena 1,5 L (sastav
prema tablici 3). Nakon uzgoja je biomasa centrifugirana (20 min na 4 °C i 5000 o min™?) i
stanice su resuspendirane u 1 L hranjive podloge. Ovaj inikulum je zatim dodan u biorektor
koji je ve¢ sadrzavao 4 L hranjive podloge. Prva faza uzgoja biomase trajala je 24 h, nakon

Cega je slijedila faza biosinteze PHA. Uzgoj je trajao 46 h.

3.2.2.2.Uzgoj P. citronellolis DSM 50332 i biosinteza PHA

Provedena su dva aerobna uzgoja P. citronellolis DSM 50332 u laboratorijskom
staklenom bioreaktoru (Labfors 3, Infors, CH), radnog volumena od 2 do 5 L, u kontroliranim
uvjetima: pH vrijednost 7,1 + 0,1, temperatura 30 °C i koncentracija otopljenog kisika (pO2)
40 % zasicenosti u fazi rasta biomase, odnosno 20 % tijekom faze biosinteze PHA. Uzgoj je
bio proveden kao Sarzni s pritokom supstrata uz dodatak sredstva protiv pjenjenja (Glanapon
2000, Bussetti, Austrija) i emulgator Grinsted Citrem SP70. FAME su dodavani u pritocima

na nacin opisan u poglavlju 3.2.2.1.

Tijekom prve faze uzgoja, pH je odrzavan konstantnim uz dodavanje 25 %-tne otopine

NHsOH, ¢ime se regulirala i koncentracija NH4" (izvora dusika). Kada je dostignuta Zeljena
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koncentracija biomase zapoceta je druga faza uzgoja — otopina NH4OH zamjenjena je s 20 %-
tnom otopinom NaOH, kao bi se ostvarili uvjeti limitacije rasta izvorom dusSika, odnosno kako

bi se zaustavio rast biomase i potakla biosinteza PHA.

Prvi uzgoj proveden je u mediju pocetnog volumena 5 L. Najprije je u sterilni
bioreaktor dodano 2,5 L hranjive podloge (s dvostrukom koncentracijom otopljenih tvari
navedenih u tablici 3), nakon ¢ega je dodano 2,5 L inokuluma. Pocetna koncentracija FAME
iznosila je 5 g L. Lag faza rasta trajala je 12 h. Faza rasta mikroorganizma trajala je do 33 h

uzgoja. Ovaj uzgoj je prekinut u 72 h.

Drugi uzgoj zapocet je u mediju volumema 5 L, koji je nacinjen na isti nac¢in kao 1 kod
prvog uzgoja. Pocetna koncentracija FAME je iznosila 7,5 g L. Lag faza je trajala 15 h te je
faza rasta provedena do 19 h uzgoja, nakon ¢ega zapocinje faza biosinteze PHA. Uzgoj je
trajao 45 h.

3.2.3. Analiticke metode

Analiticko praéenje procesa (izuzevsi analizu FAME i scl-PHA) za pokuse opisane u
poglavljima 3.2.2.1 i 3.2.2.2 izvrSeno je na Graz University of Technology, Institut of
Biotechnology and Biochemical Engeneering (Muhr i sur., 2013a; Muhr i sur., 2013Db),
odnosno analiza sastava scl-PHA i FAME provedena je na Institute of Chemistry, Karl-

Franzens-University Graz.

3.2.3.1.Analiza sastava FAME

Sastav FAME bio je odreden plinskom kromatografijom na uredaju HP 7890 GC
opremljnom s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID) prema standardnoj proceduri.
Kromatografsko razdvajanje pojedinih metil estera masnih kiselina provedeno je na DB
koloni (30 m * 0,25 mm * 0,15 um). Kao plin nosioc koristen je helij (0,7 mL min).
Volumen injektiranog uzorka iznosio je 1 pL. Identifikacija pikova je provedena usporedbom

retencijskog vremena sa retencijskim vremenima standarada (GLC-462, Nu Check Prep Inc).

3.2.3.2.0dredivanje koncentracije suhe tvari biomase

Za odredivanje koncentracije suhe tvari biomase biomase (eng. cell dry mass, CDM)
primjenjena je gravimetrijska metoda. 5 mL uzorka je centrifugirano u prethodno izvaganoj
staklenoj kiveti na vrijeme od 10 min, temperaturi od 10 °C i pri 4000 rcf u hladenoj

centrifugi Heraeus Megafuge 1.0 R. Nakon centrifugiranja, oddekantiran je supernatant i
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koriSten za odredivanje koncentracije supstrata (C- i N- izvora). Stanice su zatim bile isprane
otopinom etanola i vode (1:1), ponovno centrifugirane, zaledene i liofilizirane do konstantne
mase. CDM je bila odredena kao razlika izmedu mase kivete koja je sadrzavala nativnu
biomasu i mase prazne kivete. Odredivanje je vrSeno u dvije paralele. Liofilizirane stanice su

zatim KoriStene za odredivanje sadrzaja unutarstani¢nog mcl-PHA.

3.2.3.3.0dredivanje opticke gustoce

Za mjerenje rasta bakterija, uzorak je bio razrijeden po potrebi i mjerena je opticka
gustoca na valnoj duljini od 420 nm. Kao slijepa proba koristena je deionizirana voda.

Mijerenje je provedeno na Genesys 10S spektofotometru (Thermo Scientific, USA).

3.2.3.4. Brzi test koncentracije amonijaka

Za brzo odredivanje koncentracije amonijaka primijenjen je vizualni semikvantitativni
test (Merckoquant 110024, Merck Millipore, Njemacka). Nakon centrifugiranja opisanog u
prethodnom poglavlju, 1 mL supernatanta pomjeSan je s 2 kapi reagensa NHs-1. Zatim je u
uzorak uronjena testna traka na 3 sekunde. Nakon 10 sekundi dio trake koji je bio uronjen u

uzorak usporeden je sa skalom referentnih boja.

3.2.3.5.Precizno odredivanje koncentracije amonijaka

Za precizno odredivanje koncentracije amonijaka u podlozi primijenjen je
komercijalno dostupan test (Merck, Spectroquant, 1.00683.0001) koji se temelji na reakciji
amonijaka s hipokloritnim ionima ¢ime se dobija monokloramin koji dalje reagira s fenolom
(formira plavi indofenol derivat). Ovaj se spoj moze odrediti fotometrijski pri valnoj duljini
od 690 nm. Mjerno podrucje ovog testa za amonijak je od 6 — 193 mg L. Kao slijepa proba

koriSten je amonijev sulfat.

Nakon centrifugiranja uzorka opisanog u poglavlju 3.2.3.2. supernatanti paralela su
bili zdruZeni i alikvot je odfiltriran za odredivanje amonijaka. Najprije je 5 mL NHs-1
reagensa pomjesano s 0,1 mL uzorka. Nakon toga, dodan je reagens NHs-2 i otopina se
mijeSala sve dok se reagens nije potpuno otopio. Otopina je zatim ostavljena 15 min kako bi
se odvila reakcija, te je nakon toga mjerena apsorbancija na valnoj duljini od 690 nm. Kao

slijepa proba koriStena je deionizirana voda.
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3.2.3.6.1zolacija mcl-PHA iz biomase

Najprije je provedeno odmaséivanje biomase prekonoénom ekstrakcijom na sobnoj
temperaturi s etanolom c¢ija je koncentracija bila 20 puta veca od koncentracije biomase, uz
kontinuirano mijesanje. Zatim je biomasa filtrirana i ostatak etanola je uklonjen susenjem u
struji zraka. mcl-PHA je izoliran iz odmas¢ene biomase prekonoénom Soxleth ekstrakcijom s
kloroformom. Volumen ove otopine je smanjen uklanjanjem veceg dijela kloroforma u
rotacionom uparivacu. Nakon toga je suSenjem zrakom uklonjen sav kloroform i dobiven je

mcl-PHA u obliku blago smede smole.

3.2.3.7.0dredivanje proteina

Zbog velike koli¢ine izvanstani¢nog materijala, topivog u etanolu, kojeg proizvode ovi
sojevi, provedeno je odredivanje proteina u konacnim uzorcima uzgoja. Suspenzija stanica je
stoga bila propustena Cetiri puta kroz Francusku presu pri tlaku od 100 bara. Nakon toga, je
primijenjen komercialno dostupan Protein Quantification Assay (Macherey-Nagel, Njemacka)
kako bi se odredio sadrZaj proteina u suspenziji. Odredena je apsorbancija na valnoj duljini od
570 nm primjenom Genesys 10S UV-VIS spektrofotometra (Thermo Scientific, USA).

3.2.3.8.GC-FID analiza PHA

PHA u uzorcima liofilizirane biomase bili su hidrolizirani 1 transesterificirani
kiselinskom metanolizom. Plinska kromatografija je bila provedena na uredaju 6850 Network
GC System (Agilent Technologies) opremljenom s HP5 kapilarnom kolonom (25 m * 0,32
mm * 0,52 um) i plameno-ionizacijskim detektorom (engl. flame ionization detector, FID).
Kao plin nosioc koristen je helij (Linde; Cistoca = 4,6) s omjerom razdvajanja 1:5, kao plinovi
za detekciju koristeni su vodik (Linde; Cisto¢a = 5,0) i sinteti¢ki zrak (Linde; ¢istoca = 5,0), a

kao pomoc¢ni plin koristen je dusik (Linde; ¢istoca = 5,0).

Uporabljena su dva razli¢ita temperaturna programa po uzorku kako bi se odredili mcl-
PHA monomeri kao i mogu¢i Scl-PHA monomeri. Za odredivanje mogucih scl-PHA

monomera primijenjen je protokol prikazan u tablici 4.
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Tablica 4. Protokol plinske kromatografije primijenjen za odredivanje scl-PHA monomera.

Pocetna temperatura: 50 °C

Gradijent zagrijavanja 1: 15 | Gradijent zagrijavanja 2: 2 -

°C mint °C mint

Konacna temp. 1: 60 °C Konacna temp. 2: 80 °C Konacna temp. 3: 300 °C

- - Konacno vrijeme 3: 5 min

U tablici 5 prikazan je protokol primijenjen za odredivanje mcl-PHA monomera.

Tablica 5. Protokol plinske kromatografije primijenjen za odredivanje mcl-PHA monomera

Pocetna temperatura: 50 °C

Gradijent zagrijavanja 1: 15 | Gradijent zagrijavanja 2: 2 -

°C min'? °C min't

Konac¢na temp. 1: 200 °C Konac¢na temp. 2: 240 °C Konac¢na temp. 3: 300 °C
Konac¢no vrijeme: 10 min Konac¢no vrijeme: 4 min Konac¢no vrijeme 3: 5 min

Odredivanje je provedeno u dvije paralele. Metil esteri PHA monomera detektirani su

FID detektorom. Volumen injektiranja uzorka bio je 2 pL.

Kao standardi koriSteni su mcl-PHA koji sadrzavaju 3-hidroksiheksanoat (HHX, Cs),
3-hidroksioktanoat (HO, Cg), 3- hidroksidekanoat (HD, Cio), 3-hidroksidodekanoat (HDD,
C12) (Metabolix Inc., USA), 3-hidroksiheptanoat (HHp, C7) i 3-hidroksinonenoat (HN, Co)
(Versamer™,  Polyferm, Kanada). Nadalje, biopolimeri poli(3HB-ko-15,6%-3HV)
(BIOPOL™. ICI, UK) i poli(3HB-ko-11,2%-4HB) (GreenBio™, Tianjin Green Bioscience &
DSM, Kina) su koristeni kao standardi za odredivanje scl-PHA; kao interni standard koristena
je heksanska kiselina. Koncentracija mcl-PHA je definirana kao suma koncentracija svih
identificiranih monomera. Udio mcl-PHA u biomasi je bio definiran kao omjer mase mcl-
PHA i ukupne mase suhe tvari stanica (CDM). Rezidualna biomasa je izrazena kao razlika u

koncentraciji ukupne suhe tvari stanica i mcl-PHA.
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3.3.MATEMATICKO MODELIRANJE

3.3.1. Racunalni program ,,Berkeley Madonna“ i koriStene programske funkcije

Za izradu matematickih modela, programiranje i matematicke simulacije koriSten je
racunalni program ,,Berkeley Madonna“ verzija 8.3.21. Taj program numericki rjeSava

diferencijalne jednadzbe i sustave obi¢nih diferencijalnih jednadzbi (Macey i Oster, 2016).

U numerickom rjeSavanju sustava diferencijalnih jednadzbi matematickih modela
koriStena je metoda Runge-Kutta ¢etvrtog stupnja (RK4) s promjenjivim korakom integracije.
Zahtijeva 4 procijene po koraku integracije, ali daje vecu stabilnost rijeSenja od drugih

integracijskih metoda koje zahtijevaju manje procjena po koraku (Burden i Faires, 2011).

Za optimizaciju vrijednosti parametara matematickih jednadzbi (modela) koristene su
programske funkcije: ,,multiple curve fit* (optimiranje visestrukih funkcija“) i ,,define sliders*

(uspostava grafickog klizaca).

3.3.2. Jednadzbe primjenjene u matematickom modelu biosinteze PHA
3.3.2.1.Jednadzbe primjenjene u matematickom modelu biosinteze PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083
Masa ukupne suhe tvari biomase (m(CDM)):
m(CDM) = m(X,) + m(PHA) [1]
gdje je m(Xr) masa rezidualne biomase, a m(PHA) masa PHA.

Koncentracija suhe tvari biomase (CDM):

CDM = TePM) 2]
gdje je V volumen podloge
Specifi¢na brzina rasta ():
FAME NH
M= Wmax * * v [3]

Kfqme+FAME ~KN+NH,

gdje je Mmax maksimalna specificna brzina rasta, FAME koncentracija izvora C (FAME) u
podlozi, Krame Monod-ova konstanta za FAME, NH4 koncentracija amonijaka u podlozi, Kn

Monod-ova konstanta za amonijak
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Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu rezidualne biomase:

am(X;) _

= w* m(X,) — Y uzorkovanje [4]

Koncentracija rezidualne biomase (Xr):

Xr
X, = ? 5]

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu masa PHA:

dm(PHA)

praial’ A m(X,) + w* Ypya/x, * m(X,) — Y uzorkovanje [6]

gdje je q specifi¢na brzina biosinteze PHA, a Ypnaxr Koeficijent prinosa PHA po X:.

Specifi¢na brzina biosinteze PHA (q):

FAME Kinyg

qd = Qmax * * [7]

Kfame+FAME = K. +NH,

gdje je Omax maksimalna specificna brzina biosinteze PHA, a Kinnsa konstanta inhibicije

biosinteze PHA amonijakom.

Koncentracija PHA (PHA):
PHA = m(PHA) [8]
Diferencijalana jednadzba bilance mase za varijablu masa amonijaka:
dmWVH,) _ _ wemXr) 4 Y. pritok — Y, uzorkovanje [9]
dt YXT/NH4_

gdje je m(NHs) masa amonijaka, a Yxennsa koeficijent prinosa rezidualne biomase po

amonijaku.

Koncentracija amonijaka (NH4):

m(NH,)

NH, = — [10]
Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu masa izvora C (FAME):
dm(FAME) _ _ _q-mXr) _ _pem(Xr) + Y pritok — Y, uzorkovanje [11]
dt YpHa/FAME  YX,/FAME

gdje je m(FAME) masa FAME, Ypuarave koeficijent prinosa PHA po FAME, Yxrrame

koeficijent prinosa rezidualne biomase po FAME.

Koncentracija izvora C (FAME):
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m(FAME)

FAME = — [12]
Diferencijalna jednadzba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

Z—Z = Y pritok FAME + ) pritok NH, — Y. uzorkovanje [13]
Koncentracija pojedinih monomera uklopljenih u mcl-PHA (Cs — C12 frakcije) (Ci):

C; = PHA*F, [14]

gdje je Fci udio odredenog monomera u strukturi mcl-PHA

3.3.2.2.Jednadze primjenjene u matematickom modelu biosinteze PHA u stanicama P.

citronellolis DSM 50332
Masa ukupne suhe tvari biomase:
m(CDM) = m(X,) + m(PHA) [1]

Koncentracija suhe tvari biomase:

__ m(CDM)

CDM [2]

Specifi¢na brzina rasta:

FAME ___NHy 0,
Kfame+FAME KnN+NHy Ko, +0,

[15]

U= HUmax *

gdje je O2 koncentracija otopljenog kisika u podlozi, a Ko, Monod-ova konstanta za kisik.

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu rezidualne biomase:

drr;(tXr) =u*m(X,) — uzorkovanje [4]

Koncentracija rezidualne biomase:

Xr
X, =700 [5]

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu masa PHA:

dmg’tHA_) = q*m(X,) + 1 * Yppa/x, * m(X,) — Y uzorkovanje [6]

Specifi¢na brzina biosinteze PHA:

FAME Kinna

9 = Qmax * * [7]

Kfame+FAME ~ Ki +NH,

Koncentracija PHA:
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m(PHA)

PHA =" L8]
Diferencijalana jednadzba bilance mase za varijablu masa amonijaka:
dmWNHy) _ _ wemXy) | s pritok — Y, uzorkovanje [9]
dt YX,/NH,
Koncentracija amonijaka:
NH, = =) [10]
Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu masa izvora C (FAME):
dmFAME) _ _ _avmy) _ wmlky) | Y. pritok — ), uzorkovanje [11]
dt Ypna/FAME  YX,/FAME
Koncentracija izvora C (FAME):
FAME = ZEAME) [12]
Diferencijalna jednadZzba za promjenu volumena podloge u reaktoru:
Z—Z = Y pritok FAME + ) pritok NH, — Y. uzorkovanje [13]
Koncentracija pojedinih monomera uklopljenih u mcl-PHA (Ce — C12 frakcije):
Ci = PHA * F, [14]
Koncentracija kisika u podlozi:
0, = Y, uvodenje kisika [16]

3.3.3. Parametri matematic¢kih modela biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis DSM
50083 i P. citronellolis DSM 50332

Parametri koristeni u svakom od matematickih modela biosinteze PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 prikazani su u tablicama 6 — 10. Svi
parametri odredeni su racunski iz eksperimentalnih podataka te su dalje po potrebi podeSeni

pomocu programskih funkcija ,,define sliders* 1 ,,curve fit*
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Tablica 6. Parametri matematickog modela biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis
DSM 50083 — prvi uzgoj.

DT korak integracije 0,02 min
INIT m(Xy) podetna masa Xr 2,5843 gLt
INIT m(PHA) pocetna masa PHA 0,2093 gLt
INIT m(NHa) pocetna masa amonijaka 2,40905 gLt
INIT m(FAME) pocetna masa FAME 10 gL?
INITV pocetni volumen 2 L

Mmax maksimalna specifi¢na brzina rasta 0,00412 min-t
Ktame Monod-ova konstanta za FAME 3,953 gLt
Kn Monod-ova konstanta za amonijak 0,009 gLt

Omax maksimalna specifi¢na brzina biosinteze ~ 6,232*10* g g* min?

PHA
KinHa4 konstanta inhibicije biosinteze PHA 19,94 gLt
amonijakom

Y xr/FAME koeficijent prinosa X po FAME 1,141 ggt
YPHA/Xr koeficijent prinosa PHA po X; 0,01 gg?
Y PHA/FAME koeficijent prinosa PHA po FAME 0,169 ggt
Y xr/NH4 koeficijent prinosa X po NH4 4,77 gg*
Fce udio 3-hidroksiheksanoata u mcl-PHA 0,147 gg?
Fcr udio 3-hidroksiheptanoata u mcl-PHA 0,0116 ggt
Fcs udio 3-hidroksioktanoata u mcl-PHA 0,484 ggt
Fco udio 3-hidroksinonenoata u mcl-PHA 0,0177 gg?
Fc1o udio 3-hidroksidekanoata u mcl-PHA 0,2475 ggt
Fci2 udio 3-hidroksidodekanoata u mcl-PHA 0,0479 gg?
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Tablica 7. Parametri matematickog modela biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis DSM

50083 — drugi uzgoj.

DT korak integracije 0,02 min
INIT m(Xy) podetna masa Xr 13,6655 gLt
INIT m(PHA) pocetna masa PHA 2,385 gLt
INIT m(NHa) pocetna masa amonijaka 3,33 gLt
INIT m(FAME) pocetna masa FAME 50 gL?
INITV pocetni volumen 5 L
HMmax maksimalna specifi¢na brzina rasta 0,005 min-t
Ktame Monod-ova konstanta za FAME 13,6 gLt
Kn Monod-ova konstanta za amonijak 0,1 gLt
Omax maksimalna specifiéna brzina biosinteze ~ 1,959*10* g g min't
PHA
KinHa4 konstanta inhibicije biosinteze PHA 0,2474 gLt
amonijakom
Y xriFAME koeficijent prinosa Xr po FAME 1,9998 ggt
YpPHA/Xr koeficijent prinosa PHA po X; 0,028 gg?
Y PHA/FAME koeficijent prinosa PHA po FAME 0,08434 ggt
Y XriNH4 koeficijent prinosa X; po NHa 5,2034 ggt
Fcs udio 3-hidroksiheksanoata u mcl-PHA 0,129 gg?
Fcr udio 3-hidroksiheptanoata u mcl-PHA 0,02073 ggt
Fcs udio 3-hidroksioktanoata u mcl-PHA 0,425 ggt
Fco udio 3-hidroksinonenoata u mcl-PHA 0,055 gg?
Fcio udio 3-hidroksidekanoata u mcl-PHA 0,2631 gg?
Fci2 udio 3-hidroksidodekanoata u mcl-PHA 0,0636 gg?
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Tablica 8. Parametri matematickog modela biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis
DSM 50083 — treci uzgoj.

DT korak integracije 0,02 min
INIT m(Xy) podetna masa Xr 3,877 gLt
INIT m(PHA) pocetna masa PHA 0,523 gLt
INIT m(NHa) pocetna masa amonijaka 2,16 gLt
INIT m(FAME) pocetna masa FAME 50 gL?
INITV pocetni volumen 5 L

Mmax maksimalna specifi¢na brzina rasta 0,003407 min-t
Ktame Monod-ova konstanta za FAME 0,1 gLt
Kn Monod-ova konstanta za amonijak 0,05904 gLt

Omax maksimalna specifiéna brzina biosinteze ~ 0,924*10* g g min'!

PHA
KinHa4 konstanta inhibicije biosinteze PHA 0,12 gLt
amonijakom

Y xr/FAME koeficijent prinosa X po FAME 1,15 ggt
YPHA/Xr koeficijent prinosa PHA po X; 0,0367 gg?
Y PHA/FAME koeficijent prinosa PHA po FAME 0,2034 ggt
Y Xr/NH4 koeficijent prinosa Xr po NH4 7,2 ggt
Fcs udio 3-hidroksiheksanoata u mcl-PHA 0,09016 gg?
Fcr udio 3-hidroksiheptanoata u mcl-PHA 0,0174 ggt
Fcs udio 3-hidroksioktanoata u mcl-PHA 0,425 ggt
Fco udio 3-hidroksinonenoata u mcl-PHA 0,0283 gg?
Fcio udio 3-hidroksidekanoata u mcl-PHA 0,291 gg?
Fci2 udio 3-hidroksidodekanoata u mcl-PHA 0,058 gg?
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Tablica 9. Parametri matematickog modela biosinteze PHA u stanicama P. citronellolis DSM

50332 — prvi uzgoj.

DT korak integracije 0,2 min
INIT m(Xy) pocetna masa Xr 6,2645 gLt
INIT m(PHA) pocetna masa PHA 1,2855 gLt
INIT m(NHa) pocetna masa amonijaka 1,98158 gLt
INIT m(FAME) pocetna masa FAME 25 gL?
INITV pocetni volumen 5 L

Mmax maksimalna specifi¢na brzina rasta 0,0037 min-t
Ktame Monod-ova konstanta za FAME 1,18 gLt
Kn Monod-ova konstanta za amonijak 0,05904 gLt

Omax maksimalna specifi¢na brzina biosinteze ~ 0,5077*10* g g* min?

PHA
KinHa4 konstanta inhibicije biosinteze PHA 1*10°® gLt
amonijakom

Koz Monod-ova konstanta za kisik 0,0017 gL?
Y xr/FAME koeficijent prinosa X po FAME 1,14 gg?
Y PHA/Xr koeficijent prinosa PHA po X, 0,018 ggt
Y PHA/FAME koeficijent prinosa PHA po FAME 0,0868 ggt
Y XriNH4 koeficijent prinosa X po NHa 55 gg?
Fcs udio 3-hidroksiheksanoata u mcl-PHA 0,05559 ggt
Fcr udio 3-hidroksiheptanoata u mcl-PHA 0,0194 ggt
Fcs udio 3-hidroksioktanoata u mcl-PHA 0,3945 gg?
Fco udio 3-hidroksinonenoata u mcl-PHA 0,058 ggt
Fcio udio 3-hidroksidekanoata u mcl-PHA 0,3926 gg?
Fci2 udio3-hidroksidodekanoata u mcl-PHA 0,08717 gg?t
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Tablica 10. Parametri matematickog modela biosinteze PHA u stanicama P. citronellolis
DSM 50332 — drugi uzgoj.

DT korak integracije 0,2 min
INIT m(Xy) pocetna masa Xr 15,8935 gLt
INIT m(PHA) pocetna masa PHA 2,2 gLt
INIT m(NHa) pocetna masa amonijaka 2,09 gLt
INIT m(FAME) pocetna masa FAME 37,5 gL?
INITV pocetni volumen 5 L

HMmax maksimalna specifi¢na brzina rasta 0,003 min-t
Ktame Monod-ova konstanta za FAME 1,18 gLt
Kn Monod-ova konstanta za amonijak 0,05904 gLt

Omax maksimalna specifi¢na brzina biosinteze 1*10* gg?*mint

PHA
KinH4 konstanta inhibicije biosinteze PHA 0,030001 gLt
amonijakom

Koz Monod-ova konstanta za kisik 0,0017 gL?
Y xr/FAME koeficijent prinosa X po FAME 1,14 gg?
Y PHA/Xr koeficijent prinosa PHA po X, 0,009 ggt
Y PHA/FAME koeficijent prinosa PHA po FAME 0,0868 ggt
Y XriNH4 koeficijent prinosa X po NHa 55 gg?
Fcs udio 3-hidroksiheksanoata u mcl-PHA 0,0635 ggt
Fcr udio 3-hidroksiheptanoata u mcl-PHA 0,0178 ggt
Fcs udio 3-hidroksioktanoata u mcl-PHA 0,423 gg?
Fco udio 3-hidroksinonenoata u mcl-PHA 0,0276 ggt
Fcio udio 3-hidroksidekanoata u mcl-PHA 0,343 gg?
Fci2 udio 3-hidroksidodekanoata u mcl-PHA 0,0697 gg?t
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3.3.4. Testiranje osjetljivosti matematickih modela biosinteze PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 na parametre

Kineti¢ki parametri matematickih modela pmax, Krame, Qmax I Kn (referentne vrijednosti)
navedeni u poglavlju 3.3.2. promijenjeni su jedan po jedan za £ 10 % i £ 20 %. Za svaku
promjenu parametara matematickog modela izvrSila se simulacija bioloSkog procesa. Kao
kriterij koji pokazuje veli¢inu odstupanja matematickog modela nakon promjene vrijednosti
parametra od rezultata dobivenih uz referentne vrijednosti istog parametara, koristena je
jednadzba [17]: suma razlike kvadrata odstupanja vrijednosti funkcije dobivene referentnim

parametrom od vrijednosti funkcije dobivene promijenjenim parametrom (G):
G = Z(Cmod - Cexp)z [17]

gdje je Cmod Vrijednost funkcije dobivene primijenom referentnog parametra, a Cexp Vrijednost

funkcije dobivene promijenjenim parametrom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Kao $to je ve¢ spomenuto mcl-PHA su predloZeni kao alternativa petrokemijskoj
plastici. Unato¢ mnogim istrazivanjima posveéenim biopolimerima, PHA jo§ uvijek nisu
uistinu konkurentni petrokemijskoj plastici, uglavnom zbog visokih troskova proizvodnje, ali
U manjoj mjeri i zbog svojstava materijala. Veliki dio troskova u biotehnoloskoj proizvodniji
PHA odnosi se upravo na izvor ugljika. Dakle, koriStenje jeftinih izvora ugljika dostupnih u
velikim koli¢inama je prvi preduvjet da bi proizvodnja PHA bila ekonomski konkurentna
(Koller i sur., 2012). To je i razlog zbog kojeg su kao izvor ugljika istrazivani i koristeni
sporedni proizvodi — zapravo otpadni materijali iz proizvodnje biodizela: zasi¢eni metil esteri
masnih kiselina (FAME) visokog talista proizvedeni iz lipida zivotinjskog podrijetla (Muhr i
sur., 2013a; Muhr i sur., 2013b). U Europi klaonice i prenhrambena industrija svake godine
proizvedu 500 000 t lipida Zzivotinjskog podrijetla. Ukoliko se ovaj otpad uporabi za
proizvodnju biodizela, procjenjuje se da bi se svake godine moglo proizvesti 50 000 t FAME
koji pretezito sadrZavaju estere zasi¢enih masnih kiselina visokog taliSta. Takvi FAME u
zimskom razdoblju pogorsavaju svojstva biodizela kao goriva te se stoga moraju izdvojiti i
onda iskoristiti u proizvodnji PHA (dok se zaostala frakcija FAME niskog taliSta moze
koristiti kao biogorivo 2. generacije) (Muhr i sur., 2013b). Sun i sur. (2007) procijenjuju da bi
cijena proizvodnje mcl-PHA na industrijskoj razini primjenom oktana kao jeftinog izvora
ugljika iznosila 5 — 10 $ po kilogramu. Osim uporabom jeftinih izvora ugljika, troskovi
proizvodnje mogu se smanjiti 1 optimiranjem izolacije 1 prociS¢avanja PHA iz stanica
proizvodaca. Takoder, mogu se smanjiti i optimiranjem samog procesa proizvodnje PHA
(Koller 1 sur., 2012). Kao koristan alat u optimiranju procesa i kontroli mikrobioloSke
proizvodnje 1 metabolizma isti¢e se matematicko modeliranje (Novak 1 sur., 2015). Zbog
slozene prirode regulatornog mehanizma u mikrobnoj proizvodnji PHA, matematicko
modeliranje procesa zasnovano na eksperimentalnim podacima postaje sve interesantnije.
Ono omogucava provjeru pretpostavki o funkcioniranju metabolickih mreZa u proizvodnim
mikroorganizmima, razumijevanje metabolizma PHA-proizvodnih mikroorganizama i
istrazivanje kinetickih pretpostavki sinteze PHA. Osim toga, modeli omogucéavaju smanjenje

broja potrebnih eksperimenata za razvoj biotehnoloskog procesa (Koller i sur., 2012).

Svrha ovog rada bila je izrada matematickih modela kojima bi se mogla opisati
biosinteza mcl-PHA u bakterijama P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332.

Ovi modeli se dalje mogu koristiti za optimiranje procesa proizvodnje mcl-PHA jer smanjuju
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broj potrebnih eksperimenata za razvoj procesa te omogucavaju laksu kontrolu procesa i
metabolizma PHA-proizvodnih mikroorganizama. Nadalje, pomo¢u ovih matematickih
modela moguce je i1 detektirati mnoge nepravilnosti tijekom provodenja procesa. Ovi modeli
su takoder primjenjeni u svrhu boljeg razumjevanja kinetike rasta PHA-proizvodnih
mikroorganizama kao i Kinetike sinteze mcl-PHA tijekom faze limitacije rasta izvorom
dusika. Rezultati ovoga rada predoCeni su u obliku dijagrama koji prikazuju slaganje
eksperimentalnih i modelom dobivenih vrijednosti pojedinih klju¢nih bioloskih varijabli.
Rezultati testiranja osjetljivosti matematickih modela na promjenu parametara prikazani su
kao suma razlike kvadrata odstupanja vrijednosti funkcije dobivene referentnim parametrom i
vrijednosti funkcije dobivene promijenjenim parametrom (u ovisnosti o veli¢ini promjene

parametara u odnosu na referentni parametar).

4.1 Kljuéne varijable i kineticke jednadZbe primijenjene u matematickom modelu
biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM
50332

U matematickom modeliranju biosinteze PHA za uzgoj P. chlororaphis DSM 50083 i
P. citronellolis DSM 50332 primijenjeno je formalno kineticko modeliranje. Formalno
kineticki modeli su se zbog svoje jednostavnosti pokazali vrlo prakticnim za matematicko
definiranje vremanskog tijeka razli¢itih mikrobnih procesa (Novak i sur., 2015). Jednostavni
modeli nuZni su za dobivanje temeljnog znanja za oblikovanje procesa, za ekonomske

izracune 1 kontrolu procesa (Annuar 1 sur., 2008).

Matematicki modeli primijenjeni u ovom radu su razvijeni na osnovu nekoliko

principa:

a) Primijenjena je strategija dva odjeljka: ukupna masa stanica mikroorganizma je
podijeljena na dva dijela, bioloski (kataliticki) aktivni dio nazvan rezidualna biomasa i
na katalti¢ki neaktivnu intracelularnu rezervnu tvar (PHA).

b) Rezidualna biomasa (kataliticki dio biomase) je sintetizirana iz izvora C (FAME) i
amonijaka (izvori ostalih biogenih elemenata su zbog svog malog udjela zanemareni);
specifi¢na brzina rasta odredena je koncentracijom FAME i amonijaka (utjecaj ostalih
potencijalnih faktora je iskljucen jer su bili dodani u podlogu u znacajnom suvisku);

pad koncentracije amonijaka u podlozi ispod odredene granice uzrokuje prekid rasta
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rezidualne biomase i inicira povecanje specificne brzine biosinteze mcl-PHA iz
FAME.

c) Intracelularni produkt (mcl-PHA) sintetiziran je iz FAME kao izvora C; biosinteza
mcl-PHA se odvija smanjenom brzinom tijekom eksponencijalne faze rasta biomase te
intenzivno tijekom faze limitacije rasta biomase izvorom dusika; visoka koncentracija
izvora dusika u pocetku uzgoja modelirana je u svojstvu inhibitora biosinteze mcl-
PHA tijekom faze rasta biomase.

d) Prethodno provedena kinetic¢ka analiza uporabljena je za odredivanje eksperimentalnih

vrijednosti osnovnih parametara modela.

Strategija ,,dva odjeljka (engl. two main biomass compartments) prikazana je na slici
4; masa ukupne suhe tvari biomase odredena eksperimentalno (CDM) definirana je kao zbroj
mase rezidualne biomase (bioloski aktivnog, katalitickog dijela stanice) i mase PHA
(nekatalitickog dijela) (Heinzle i Lafferty, 1980):

m(CDM) = m(X,) + m(PHA) [1]

Slika 4. Strategija ,,dva odjeljka“. Bijeli krug simbolizira PHA (nekataliti¢ki odjeljak), plava

povrsina simbolizira ostali (bioloski, kataliti¢ki aktivni) dio stanice tzv. rezidualnu biomasu.

Specificna brzina rasta P. chlororaphis DSM 50083 je definirana dvosupstratnom
Monod-ovom jednadzbom (McGee i sur., 1972) posto je rast P. chlororaphis u uzgojima

ograni¢avan koncentracijom dva razli¢ita supstrata, FAME i NH4":

FAME NH.
S [3]
Kfame+FAME ~ KyN+NH,

U= Hmax *

Specifi¢na brzina rasta za P. citronellolis DSM 50332 definirana je trosupstratnom
Monod-ovom jednadzbom prema McGee i sur. (1972) jer je ovaj soj pokazao znatnu ovisnost
brzine rasta o koncentraciji otopljenog kisika u podlozi:

FAME NH, (0]
* 2 % 2 [15]
Kfame+FAME = Ky+NHy  Kg,+0;

U= HUmax *

Promjena mase rezidualne biomase u vremenu je za oba soja odredena diferencijalnom

jednadzbom prema Monodovom izrazu (Monod, 1942):
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am(Xy)

il ' m(X,) — Y uzorkovanje [4]

P. chlororaphis i P. citronellolis pripadaju skupini PHA-proizvodnih
mikroorganizama kod kojih je biosinteza PHA djelomi¢no vezana uz rast, a intenzivna

biosinteza jest odijeljena od faze rasta, pa je brzina biosinteze PHA mogla biti definirana
Luedeking-Piret jednadzbom (Luedeking i Piret, 1959):

dm(PHA)

7 = 4 *m(X) + W Yoya x, * m(X,) — Yuzorkovanje [6]

Nadalje, intenzivna biosinteza PHA u uvjetima ogranienja rasta nedostatkom izvora
N, a u suvisku izvora C, matematicki je rijeSena primjenom inhibicije sinteze PHA izvorom
dusika, odnosno amonijakom, pa je izraz za specificnu brzinu biosinteze PHA formiran kao

Monodova jednadzba uz ugradenu inhibiciju amonijakom:

FAME . KinHa [7]

qd = Qmax *
Kfame+FAME ~ Kiy, +NHj

Pretpostavljeno je da se esteri metanola i vi$ih masnih kiselina FAME za oba
mikroorganizma tro$e na rast rezidualne biomase i biosintezu PHA pa je stoga izraz za brzinu

potro$nje FAME definiran na sljede¢i nacin:

dm(FAME) qxm(Xy) prm(Xy)
dt Ypua/FAME  YX,/FAME

pritok — Y, uzorkovanje [11]

Amonijak se troSi samo na rast biomase te se dobavlja u svrhu kontrole pH u prvoj fazi

uzgoja, pa je potrosSnja amonijaka definirana sljede¢im izrazom:

dm(NH) _ _ prm(Xy)

+ Y pritok — Y, uzorkovanje [9]

dt YXT/NH4_

U jednadzbama promjene mase rezidualne biomase u vremenu (4), mase PHA u
vremenu (6), mase FAME u vremenu (11) i mase amonijaka u vremenu (9) u obzir je uzeto i
izuzimanje uzoraka iz bioreaktora (uzorkovanje). lzuzimanje uzorka definirano je kao
kratkotrajna promjena volumena pomocu funkcije ,.kvadratnog pulsa“ (engl. squarepulse)
definirane visine i odredenog trajanja. U obzir je uzet i pritok amonijaka i FAME na isti na¢in

kao i uzorkovanje ali suprotnog predznaka.

Posto je uzgoj vrSen kao Sarzni s pritokom supstrata, u modelu se u obzir uzela i

promjena volumena u vremenu, koja je bila definirana na sljede¢i nacin:

Z—Z = ) pritok FAME + ) pritok NH, — Y, uzorkovanje [13]

Svi pritoci su, kao i uzorkovanje, odredeni su u modelu pomocu funkcije ,,kvadratnog pulsa®.
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Koncentracija ukupnog mcl-PHA je odredena kao zbroj svih pojedinih monomera
(koji potjec¢u od raznih FAME sadrzanih u smjesi izuzetoj iz proizvodnje biodizela), pa je

koncentracija pojedinih monomera uklopljenih u mcl-PHA izrazena sljede¢om jednadzbom:
C; = PHA * F, [14]

Osim diferencijalnih jednadzbi i funkcije kvadratnog pulsa, u izradi modela koristena
je i pogodbena naredba (logi¢ki operator): ,,IF x THEN y ELSE z“. Ova naredba je posluzila
za opisivanje rasta mikroorganizma (odnosno za razdvajanje lag faze, faze rasta i stacionarne

faze), biosinteze PHA, a takoder 1 za opisivanje pritoka amonijaka i dobave kisika.

U prilogu ovog diplomskog rada (pod tockom 7.) se nalaze svi matemati¢ki modeli u

obliku u kojem su bili uneseni u raéunalnom programu Berkeley Madonna.

4.2.Simulacija procesa biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i
P. citronellolis DSM 50332 matemati¢kim modelom i usporedba s

eksperimentalnim rezultatima

U ovom dijelu rada prikazani su rezultati matematickog modeliranja uzgoja P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 u svrhu biosinteze mcl-PHA. Na
dijagramima se nalaze krivulje koje oznacavaju izraCunate vrijednosti za klju¢ne bioloske
varijable (dobivene simulacijom), kao i eksperimentalne (izmjerene) vrijednosti istraZivanih
varijabli. Slaganje izraCunatih vrijednosti za varijable i1 eksperimentalnih podataka, kriterij je

za ocjenjivanje uspjesnosti modela.

4.2.1. Matematicki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083

— prvi uzgoj

Na slici 5 prikazane su krivulje dobivene simulacijom biosinteze mcl-PHA u
stanicama bakterije P. chlororaphis DSM 50083 te su takoder prikazane eksperimentalne
vrijednosti odredene tijekom prvog uzgoja. Prikazana je ovisnost varijabli koncentracije
rezidualne biomase, koncentracije PHA, koncentracije amonijaka i koncentracije izvora C
(FAME) o vremenu.
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Slika 5. Rezultati simulacije biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083
(prvi uzgoj) i slaganje matematickog modela s eksperimentalnim vrijednostima tijekom
Sarznog uzgoja s pritokom supstrata.

Legenda: (#) eksperimentalne varijable; kruzi¢i — eksperimentane vrijednosti:o (#PHA), o

(rezidualna biomasa, #Xr),© (#NH4"); linije — simulirane vrijednosti:

(PHA), — (FAME),
— (rezidualna biomasa, Xr),— (NH4")
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Na slici 5 vidljivo je relativno dobro slaganje trendova modelnih krivulja i
eksperimentalnih vrijednosti. Prema eksperimentalnim podacima vidljivo je da je lag faza bila
relativno duga, ali njen zavrSetak nemoguce je to¢no utvrditi jer do 12 h uzgoja (720 min) nije
bilo izuzimanja uzorka. Nakon toga rast (rezidualne) biomase (#Xr) je tijekom prve faze
uzgoja bio gotovo linearan (faza karakterizirana dovoljnom koncentracijom FAME u podlozi,
koja je trajala do 27 h /1620 min/). No izrazito isprekidana ljubiCasta linija koja reprezentira
koncentraciju izvora C (FAME) nakon te vremenske tocke upozorava na nedovoljno
dodavanje FAME u podlogu. Naime FAME su dodavani prekasno od 1400 minute pa sve do
kraja uzgoja. Eksperimentalni podaci za koncentraciju amonijevih iona takoder ukazuju da se
koncentracija izvora N nije spustila na vrijednost koja bi limitirala rast (i pojacala sintezu
PHALI) pa se rast rezidualne biomase nastavio i nakon 27 h uzgoja. SuviSak izvora N u
posljednjoj treéini uzgoja indicira da je nedostatak FAME 1 neizbalansirani pritok izvora N
glavni problem u ovom uzgoju. Osim svega navedenog, na ovom dijagramu vidljivo je da se
brzina biosinteze PHA nije povecéala u drugoj fazi uzgoja, najvjerojatnije zbog inhibicije
biosinteze amonijakom (koncentracija amonijaka ni tijekom faze biosinteze PHA nije pala na

vrijednost koja bi limitirala rast biomase i omogucila intenzivniju biosintezu PHA).

Na slici 6 prikazane su eksperimentalne vrijednosti koncentracije ukupnog mcl-PHA i
koncentracije pojedinih monomera razli¢ite duljine C-lanca prisutnih u ukupnom mcl-PHA
(za prvi uzgoj). Prikazane su i krivulje navedenih varijabli dobivene simulacijom uporabom

matematickog modela biosinteze mcl-PHA za navedeni uzgoj.
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Slika 6. Prikaz rezultata simulacije (krivulje) i eksperimentalnih vrijednosti (kruzici)
koncentracije mcl-PHA i pripadnih monomera razli¢itih duljina bo¢nih C-lanaca u uzgoju P.
chlororaphis DSM 50083 (prvi uzgoj).

Legenda: (#) eksperimentalne varijable;o, =—(ukupni mcl-PHA), o, — (3-hidroksiheksanoat,
Ce),© — (3-hidroksiheptanoat, C7),0 = (3-hidroksioktanoat, Cg),>,—— (3-hidroksinonenoat,
Co),0, — (3-hidroksidekanoat, C1o),°,—(3-hidroksidodekanoat, C12)
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Iz slike 6 vidljivo je da postoji relativno dobro slaganje izmedu eksperimentalnih
podataka i modelnih krivulja. U strukturi mcl-PHA najveé¢i udio ima monomer 3-
hidroksioktanoat (Cg). Vidljivo je da modelom nije postignuto prisutno variranje
koncentracije ukupnog mcl-PHA kao ni variranje koncentracije prisutnih monomera. Krivulje
imaju bez sumnje dobar trend u vremenu i dobro slijede eksperimentalne podatke. No,
evidentan je znaCajan rasap ecksperimentalnih vrijednosti oko krivulja dobivenih
matematickim modelom. Za taj rasap postoje dva moguca objasnjenja: (a) rasap je posljedica
analiticke metode 1 kompliciranog postupka izolacije PHA, (b) rasap je posljedica nepravilnog
dodavanja FAME odnosno posljedica postojanja vremenskih perioda u uzgoju s nedostatnom
koncentracijom izvora C. Poznato je da mikroorganizmi producenti mogu akumulirati
odredeni maksimalni udio PHA, ali i aktivirati njegovu razgradnju i potrosnju kada nema
dovoljno vanjskih izvora C (Muhr i sur., 2013a). Modelom nije bilo moguce postiéi rasipanje
rezultata koncentracije PHA jer u model nije bila ugradena jednadzba koja bi opisivala ovaj

intracelularni dogadaj.

4.2.2. Matematic¢ki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083
— drugi uzgoj

Na slici 7 prikazani su rezultati matematicke simulacije i realnog uzgoja bakterije P.
chlororaphis DSM 50083 u svrhu konverzije FAME u mcl-PHA. Uzgoj prikazan na slici 7
razlikuje se od prethodnog po tome Sto je na pocetku uzgoja koncentracija FAME bila
dvostruko veca nego u prvom uzgoju (10g/L prema 5 g/L). Time se htjelo izbjeci da tijekom

uzgoja dode do limitacije izvorom C kako je bilo utvrdeno u prvom uzgoju.
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Slika 7. Rezultati simulacije biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083
(drugi uzgoj) i slaganje matemati¢kog modela s eksperimentalnim vrijednostima tijekom

Sarznog uzgoja s pritokom supstrata.

Legenda: (#) eksperimentalne varijable; kruzi¢i — eksperimentane vrijednosti: © (#PHA), ©
(rezidualna biomasa, #Xr), © (#NH4"); linije — simulirane vrijednosti: (PHA),— (FAME),

— (rezidualna biomasa, Xr),— (NH4")
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Rezultati prikazani na slici 7 upucuju na dobro slaganje modelnih krivulja (simuliranih
vrijenosti) i eksperimentalnih vrijednosti za varijablu koncentracije rezidualne biomase u fazi
intenzivnog rasta (kad nije bilo limitacije s izvorom N) kao i na solidno slaganje simuliranih i
eksperimentalnih vrijednosti za ukupne mcl-PHA. No, krivulja za koncentraciju amonijevog
iona ima odredeno neslaganje obzirom na eksperimentalne rezultate: opcenito, trend se slaze s
eksperimentalnim rezultatima, ali je pad koncentracije u simulaciji znatno brzi nego u
eksperimentu (u momentu kad je namjerno izazvana limitacija rasta izvorom N u svrhu
povecanja brzine sinteze PHA). Nadalje, eksperimentalni podaci ukazuju na rast rezidualne
biomase i u fazi intenzivne biosinteze PHA (tj. nakon 23 h, odnosno 1380 min) iako je
koncentracija amonijaka (izvora dusika za rast biomase) gotovo na nuli. Teoretski je nemogu¢
rast koncentracije rezidualne biomase bez prisutnog izvora N pa je to razlog za neslaganje
modela 1 eksperimenta. Ovakvi rezultati upucuju na probleme u odredivanju koncentracije
rezidualne biomase. Ta se varijabla dobiva kao razlika dvije eksperimentalne vrijednosti:
ukupne suhe tvari biomase i mcl-PHA. Pretpostavka je da zbog povecane koncentracije
FAME postoji moguénost da fiziCkom adsorpcijom FAME na biomasu dolazi do greske u
odredivanju ukupne suhe tvari biomase pa onda i posljedicno do greske u izracunu za
rezidualnu biomasu. Ovaj matemati¢ki model je pokazao da se s pritokom izvora C (FAME)
nije kasnilo, drugim rije¢ima FAME su konstantno bili u suvisku, a posljedica takvog vodenja
uzgoja jest neSto viSa koncentracija PHA na kraju uzgoja i ranije postignuta maksimalna

koncentracija.

Na slici 8 prikazane su eksperimentalne vrijednosti promjene koncentracije mcl-PHA
u tijeku Sarznog uzgoja s pritokom supstrata bakterije P. chlororaphis DSM 50083 kao i
koncentracije pojedinih monomera mcl-PHA.
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Slika 8. Prikaz rezultata simulacije (krivulje) i eksperimentalnih vrijednosti (kruzici)
koncentracije mcl-PHA i pripadnih monomera razli¢itih duljina bo¢nih C-lanaca u uzgoju P.
chlororaphis DSM 50083 (drugi uzgoj).

Legenda: (#) eksperimentalne varijable;o,— (ukupni mcl-PHA),o, —(3-hidroksiheksanoat,
Ce),© ,—(3-hidroksiheptanoat, C7),0 — (3-hidroksioktanoat, Cg),>, —(3-hidroksinonenoat,
Co) 2, —(3-hidroksidekanoat, C1o),°, —(3-hidroksidodekanoat, C12)
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Slika 8 pokazuje dobro slaganje izmedu eksperimentalnih vrijednosti i krivulja
dobivenih simulacijom. U drugoj fazi uzgoja, vidljivo je poveéanje brzine biosinteze PHA
zbog smanjenja koncentracije amonijaka koji je u realnom sustavu ,,provokator pojacane
sinteze, a u modelu je postavljen kao inhibitor biosinteze PHA. Ipak, nakon nastupanja faze
ograniCavanja rasta niskom koncentracijom duSika, brzina sinteze PHA je viSe porasla u
eksperimentu nego u modelu. Najzastupljeniji monomer u strukturi mcl-PHA je 3-
hidroksioktanoat (Cs), pa slijede redom 3-hidroksidekanoat (C10), 3-hidroksiheksanoat (Cs),
3-hidroksidodekanoat (C12), 3-hidroksinonenoat (Co) i 3-hidroksiheptanoat (Cv).

4.2.3. Matemati¢ki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083
— tre¢i uzgoj

Eksperimentalni rezultati tre¢e kultivacije bakterije P. chlororaphis DSM 50083
tehnikom Sarznog uzgoja s pritokom supstrata, kao i rezultati matematicke simulacije,

prikazani su na slikama 9 i 10.
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Slika 9. Rezultati simulacije biosinteze mcl-PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083

(tre¢i uzgoj) i slaganje matematickog modela s eksperimentalnim vrijednostima tijekom

Sarznog uzgoja s pritokom supstrata.

Legenda: (#) eksperimentalne varijable; kruzic¢i — eksperimentane vrijednosti: o (#PHA), o
(rezidualna biomasa, #Xr), o (#NH4"); linije — simulirane vrijednosti:

— (rezidualna biomasa, Xr), — (NHs")

(PHA), — (FAME),
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U tom uzgoju je pokuSano primijeniti pozitivna iskustva iz prve dvije kultivacije:
pocetna koncentracija FAME podesSena je na 10 g/L a regulacija pH pritokom NHsOH
postavljena je na pritok u ,,sitnijim koracima®. Prema slici 9 vidljivo je da slaganje modelne
krivulje i eksperimentalnih vrijednosti za varijablu koncentracije rezidualne biomase nije u
potpunosti dobro. Eksperimentalni podaci ukazuju na nagli eksponencijalni rast X; tijekom
prve faze uzgoja te nagli pad koncentracije X; tijekom prva tri sata faze biosinteze PHA (faza
biosinteze PHA pocinje u 24 h, odnosno u 1440 min). Nakon 27 h ocituje se ponovno blagi
rast X, ali 1 znacCajni rasap rezultata do kraja uzgoja (u periodu kad nema izvora N pa bi ta
varijabla morala imati konstantnu vrijednost!). Ovakve rezultate moguce je objasniti s
nekoliko razloga: (a) Moguca je autoliza biomase uslijed nedostatka izvora dusika za rast
(koncentracija je tijekom faze biosinteze PHA gotovo jednaka nuli!) §to uz eventualno
prekasni pritok izvora C moze imati takve posljedice. Daljnji povremeni blagi rast se zatim
vjerojatno odvijao na autolizatu biomase. (b) Obzirom da u vremenskom pojasu od 24-tog
sata, odnosno od 1440 min pa do kraja uzgoja postoji znaCajna varijacija koncentracije
rezidualne biomase (28-50 g/l), a tako veliki raspon koncentracija je tesko objasniti rastom na
hidrolizatu, postoji moguénost sustavne greSske u odredivanju te varijable (adsorpcija FAME,
komplicirana tehnika izolacije PHA). U svakom slucaju, za taj vremenski pojas moguce je
pretpostaviti konstantnost rezidualne biomase na razini od oko 32 — 35 g/L. (c) Moguce je
takoder 1 da je koncentracija Xr u 1440 min pogre$no odredena, jer odskace od svih drugih

kasnijih vrijednosti.

Krivulje dobivene matematickim modelom za rezidualnu biomasu pokazuju odredeno
neslaganje s eksperimentalnim rezultatima za pocetnu fazu uzgoja (rast biomase), ali 1
neslaganje za zavrSnu fazu uzgoja (PHA sintezu). Variranjem parametara moglo se postici
bolje slaganje u pocetnoj fazi uzgoja, ali na Stetu uz jos vece neslaganje u zavr$noj fazi uzgoja
(i obrnuto, podeSavanjem parametara u korist slaganja s rezultatima zavrSne faze izazvalo je
znacajnije neslaganje s rezultatima u pocetnoj fazi uzgoja). Nadalje, krivulju simuliranih
rezultata za amonijev ion vrlo je teSko ispravno ocijeniti obzirom na eksperimentalne
rezultate. Tu jednostavno ne postoji dovoljna ucestalost mjerenja koncentracije amonijevog
iona, posebno u prijelaznoj fazi kad je namjerno izazvan prekid pritoka amonijeve luzine. Sto
se pak tiCe rezultata odredivanja mcl-PHA, u ovom pokusu se kao i u prethodna dva uzgoja
simulirana krivulja dobro slaze s eksperimentalnim rezultatima. Pritok FAME je tijekom

uzgoja bio pravovremeni.
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Na slici 10 u ovisnosti o vremenu su prikazane krivulje koncentracije mcl-PHA
izraCunate matematickim modelom, koncentracije pojedinih monomera razli¢ite duZzine

boc¢nog lanca i eksperimentalne vrijednosti spomenutih varijabli.
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Slika 10. Prikaz rezultata simulacije (krivulje) i eksperimentalnih vrijednosti (kruzici)
koncentracije mcl-PHA i pripadnih monomera razli¢itih duljina bo¢nih C-lanaca u uzgoju P.
chlororaphis DSM 50083 (tre¢i uzgoj).
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Legenda: (#) eksperimentalne varijable;o, — (ukupni mcl-PHA), o, —(3-hidroksiheksanoat,
Ce),© — (3-hidroksiheptanoat, C7),0 — (3-hidroksioktanoat, Cg),, (3-hidroksinonenoat,
Co)? ,— (3-hidroksidekanoat, Cio),°,—(3-hidroksidodekanoat, C12)

Slika 10 prikazuje dobro slaganje eksperimentalnih vrijednosti i modelom dobivenih
krivulja. Ipak, vidljivo je odredeno neslaganje eksperimentalnih i modelnih rezultata u fazi
rasta biomase i to za ukupne mcl-PHA i dva najzastupljenija monomera (Cs i Ci0). Nakon
nastupanja ograni¢avanja rasta izvorom N (s poc¢etkom u 1440-toj minuti uzgoja), primije¢ena
je konstantnost brzine sinteze PHA Najzastupljeniji monomer mcl-PHA je opet 3-
hidroksioktanoat (Cs).

4.2.4. Matematic¢ki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332 —

prvi uzgoj

Na slici 11 prikazane su krivulje koncentracije rezidualne biomase, PHA, amonijaka i
izvora C (FAME) u ovisnosti o vremenu, dobivene matematickim modelom biosinteze mcl-
PHA za prvi uzgoj stanica bakterije P. citronellolis DSM 50332. Na ovoj slici su ujedino

prikazane i eksperimentalne vrijednosti navedenih varijabli.
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Slika 11. Rezultati simulacije biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332

(prvi uzgoj) i slaganje matematickog modela s eksperimentalnim vrijednostima tijekom

Sarznog uzgoja s pritokom supstrata.

Legenda: (#) eksperimentalne varijable; kruzi¢i — eksperimentane vrijednosti:© (#PHA), ©
(rezidualna biomasa, #Xr),© (#NH4"); linije — simulirane vrijednosti:

— (rezidualna biomasa, Xr),— (NH4")

(PHA), — (FAME),
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Rezultati prikazani na slici 11 ukazuju na relativno lose slaganje modelne (simulirane)
krivulje 1 eksperimentalnih vrijednosti za varijablu rezidualne biomase. Eksperimentalni
podaci za tu varijablu su takvi da bi eksponencijalna krivulja mogla biti zamijenjena s dva
pravca razli¢itog nagiba, jedan za fazu rasta 1 drugi za fazu biosinteze PHA. U ovom slucaju
je pritok izvora C (FAME) bio pravovremeni pa se linearan rast biomase u prvoj fazi uzgoja
ne moze pripisati nedostatnom pritoku FAME. Ta linearnost je za fazu neogranicavanog rasta
mozda posljedica heterogenosti sustava (FAME je hidrofoban supstrat pa njegova dostupnost
za stanice ovisi 0 stupnju emulgiranosti). No, promjena strmine pravca nakon nastupanja
limitacije izvorom N kao i znatan rasap rezultata ukazuje na znatne probleme u metodi
eksperimentalnog odredivanja rezidualne biomase! Odstupanje eksperimentalnih i modelnih
vrijednosti za tu varijablu posebno je uoéljivo u fazi ograniavanja rasta izvorom N. Brzina
rasta rezidualne biomase tijekom te druge faze uzgoja je i dalje visoka iako je koncentracija
amonijaka (izvora dusika za rast) jednaka nuli. Zapravo, u toj fazi rasta ne bi trebalo ni biti jer
u podlogi nema vise izvora N. Naime, dok je eksperimentalna greska u analizi uvijek moguca,
matemati¢ki model ne moze rezultirati rastom biomase ako jedan od ograni¢avajucih supstrata
nije prisutan u podlozi. Relativno velika fluktuacija u eksperimentalnim vrijednostima
koncentracije rezidualne biomase ukazuje na mogucu autolizu biomase te opetovni rast
biomase na vlastitom autolizatu. No ova hipoteza je vrlo upitna jer bi u tom slucaju postojale i
znatne varijacije u vrijednostima za PHA, Sto nije slucaj. Za razliku od rezidualne biomase,
eksperimentalne vrijednosti za PHA i koncentraciju amonijaka se dobro slazu s vrijednostima

dobivenih izra¢unom matemati¢kim modelom.

Na slici 12 vidljiv je tijek promjene eksperimentalnih vrijednosti koncentracije mcl-
PHA i koncentracije monomera uklopljenih u strukturu mcl-PHA o vremenu (eksperimentalni
podaci dobiveni tijekom prvog uzgoja P. citronellolis DSM 50332). Na ovoj slici prikazane su

i krivulje za navedene varijable dobivene simulacijom.
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Slika 12. Prikaz rezultata simulacije (krivulje) i eksperimentalnih vrijednosti (kruzi¢i)

koncentracije mcl-PHA i pripadnih monomera razli¢itih duljina bo¢nih C-lanaca u uzgoju P.

citronellolis DSM 50332 (prvi uzgoj).

Legenda: (#) eksperimentalne varijable ,— (ukupni mcl-PHA),©, —(3-hidroksiheksanoat,
Ce),© ,——(3-hidroksiheptanoat, C7),o ,—(3-hidroksioktanoat, Cg), , —{3-hidroksinonenoat,

Co)©,— (3-hidroksidekanoat, C1o),°,—(3-hidroksidodekanoat, C12)
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Na slici 12 vidljivo je dobro slaganje modelnih krivulja i eksperimentalnih vrijednosti.
Vidljiv je i bitni porast brzine biosinteze PHA u drugoja fazi uzgoja. U ovom uzgoju
najbrojniji monomeri u strukturi mcl-PHA su 3-hidroksioktanoat (Cg) i 3-hidroksidekanoati
(C10) s izjednacenim udjelom. Ipak, mozZe se primijetiti znatan rasap eksperimentalnih
vrijednosti za ukupni PHA kao i za dva najzastupljenija monomera na pocetku uzgoja (u fazi
intenzivnog rasta biomase).

4.2.5. Matematic¢ki model biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332 —
drugi uzgoj

Rezultati drugog uzgoja P. citronellolis DSM 50332 u svrhu biosinteze mcl-PHA iz

FAME prikazani su zajedno sa simuliranim vrijednostima na slikama 13 i 14.
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Slika 13. Rezultati simulacije biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332

(drugi uzgoj) i slaganje matemati¢kog modela s eksperimentalnim vrijednostima tijekom
Sarznog uzgoja s pritokom supstrata.

Legenda: (#) eksperimentalne varijable; kruzi¢i — eksperimentane vrijednosti:© (#PHA), ©

(rezidualna biomasa, #Xr), © (#NH4"); linije — simulirane vrijednosti:

(PHA),— (FAME),
— (rezidualna biomasa, Xr),— (NHs")
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Na slici 13 vidljivo je dobro slaganje eksperimentalnih vrijednosti i rezultata
dobivenih matematickim modelom za koncentraciju rezidualne biomase u prvoj fazi uzgoja
(faza rasta biomase), no isto tako teSko je ne primijetiti i izrazito loSe slaganje u fazi
intenzivne sinteze proizvoda. Biomasa je prema eksperimentalnim podacima rasla
eksponencijalno tijekom prve faze uzgoja te je zatim nastavila rast tijekom druge faze uzgoja
iako je u toj fazi bila bez izvora N pa realno nije ni mogla ni smjela rasti. Ovaj rezultat slican
je prethodno prikazanim podacima za obje istrazivane bakterije. OCito je da u postupku
odredivanja rezidualne biomase postoji sustavna greSka koja dolazi do izrazaja u fazi
pojacane sinteze mcl-PHA izazvane limitacijom rasta izvorom N. Ta je greska karakterizirana
povecanjem mase rezidualne biomase u uvjetima kada se zbog manjka izvora N to nije smjelo
dogadati. Zbog toga nastaju i znatne razlike izmedu eksperimenta i modela. Izvor C (FAME)
je dodavan u pritocima te je njegova koncentracija tijekom cijelog uzgoja bila u suvisku. Zbog
toga je realno pretpostaviti da je povecanje biomase u uvjetima kad ga ne bi smjelo biti
vjerojatno  posljedica adsorpcije FAME i gravimetrijskog detektiranja te mase.
Eksperimentalni rezultati za ostale dvije varijable (koncentracija mcl-PHA i amonijevog iona)

se dobro slazu s postavljenim matematickim modelom.

Na slici 14 mogu se usporediti eksperimentalni i mat. modelom izracunati podaci
biosinteze mcl-PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332 za drugi uzgoj. Takoder, osim

mcl-PHA prikazane su i koncentracije pojedinih monomera koji sa¢injavaju mcl-PHA.
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Slika 14. Prikaz rezultata simulacije (krivulje) i eksperimentalnih vrijednosti (kruzici)
koncentracije mcl-PHA i pripadnih monomera razli¢itih duljina bo¢nih C-lanaca u uzgoju P.
citronellolis DSM 50332 (drugi uzgoj).

Legenda: (#) eksperimentalne varijable® ,— (ukupni mcl-PHA),°, —(3-hidroksiheksanoat,
Ce),© ,——(3-hidroksiheptanoat, C7),o ,—(3-hidroksioktanoat, Csg), -, —{(3-hidroksinonenoat,
Co) 0 ,— (3-hidroksidekanoat, C1o),°, —(3-hidroksidodekanoat, C12)
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Na slici 14 vidljivo je izuzetno dobro slaganje izmedu eksperimentalnih vrijednosti i
krivulja dobivenih simulacijom (matematickim modelom). Iz dijagrama je takoder vidljivo da
ova bakterija tijekom faze rasta prakti¢ki ne sintetizira PHA, a izrazit porast biosinteze PHA
zapocinje u drugoj fazi uzgoja, nakon $to je biosinteza biomase zaustavljena nedostatkom
izvora N. Monomeri 3-hidroksioktanoat (Cs) i 3-hidroksidekanoat (Ci0) imaju najveci i

gotovo izjednaceni udio u strukturi mcl-PHA.

4.2.6. Usporedno razmatranje rezultata matemati¢kog modeliranja biosinteze mcl-PHA u
stanicama P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332

Danas postoje razli¢iti modeli primjenjivi za matematicko modeliranje biosinteze
PHA. Oni uglavhom sluze za optimizaciju procesa proizvodnje PHA ali i za bolje
razumijevanje samog tehnoloskih zahvata i njihovih posljedica u procesu. Nazalost, jo§ uvijek
ne postoji niti jedan tip matematickog modela koji to¢no opisuje sve karakteristike
proizvodnih sojeva i znacajke industrijskih procesa proizvodnje. Stoga je potrebno, koji god
model da se izabere, prilagoditi ga stvarnom procesu (Novak i sur., 2015). Do sada u
dostupnoj literaturi nije opisan niti jedan matematicki model koji bi se bavio biosintezom mcl-
PHA u stanicama bakterija P. chlororaphis ili P. citronellolis. To je bio razlog zbog ¢ega je u
ovom radu primijenjen formalno kinetcki tip matematickih modela te je paZnja bila

usmjerenja k razmatranju kinetike rasta ovih mikroorganizama i biosinteze PHA.

Tijekom primjene ovih matemati¢kih modela uocen je u viSe pokusa rast rezidualne
biomase 1 u uvjetima limitacije rasta izvorom duSika (amonijakom). Ovaj problem nije bio
uo¢en u modeliranju prvog uzgoja bakterije P. chlororaphis posto koncentracija amonijaka

nije u tom uzgoju pala na dovoljno nisku razinu koja bi limitirala rast biomase.

Problem neslaganja modela i eksperimentalnih vrijednosti za rezidualnu biomasu i rast
biomase i u uvjetima limitacije izvorom dusika (kad ne bi trebao postojati), moze se objasniti

na nekoliko nacina:

a) moguca je pogreska prilikom odredivanja koncentracije biomase ili amonijaka,

b) postoji moguénost da je biomasa apsorbirala amonijak na svoju stani¢nu stjenku te ga
u filtratu nije viSe bilo moguce dokazati, a biomasa je apsorbirani amonijak dalje
koristila kao izvor za rast,

c) biomasa je mozda bila u limitaciji dusikom i zbog toga djelomicno autolizirala, pa je

dalje kao izvor dusika za rast Koristila proteine iz autolizata (u svakom uzgoju /osim
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prvog/ vidljiv je pad koncentracije rezidulane biomase prilikom prvog uzorkovanja u
fazi biosinteze PHA tj. u drugoj fazi uzgoja),
d) poveéanje biomase u uvjetima kad ga ne bi smjelo biti moze biti i posljedica

adsorpcije FAME na stanice i gravimetrijskog detektiranja te mase.

U ovom matematicCkom modelu nije bila ugradena jednadzba kojom bi se mogao
opisati rast biomase bez izvora dusika niti je pretpostavljena autoliza biomase. Sharma i sur.
(2012) su proucavali brzinu potroSnje amonijaka (izvora dusika) prilikom uzgoja
Pseudomonas putida LS46 za proizvodnju mcl-PHA. Uocili su da je brzina potro$nje
amonijaka iz podloge na rast brza u uvjetima limitacije rasta izvorom dusika za razliku od
uvjeta u kojima je amonijak bio u suvisku. Uz poveéanu brzinu potro$nje amonijaka nije se
adekvatno povecala specificna brzina rasta P. putida. Ova se pojava kod P. putida LS46 moze
objasniti apsorpcijom amonijaka na stani¢nu stjenku biomase, pri ¢emu on u filtratu prestaje

biti detektibilan, a omogucava rast tijekom faze limitacije dusikom.

Annuar i sur. (2006) su takoder proucavali brzinu apsorpcije amonijaka iz podloge te
njezin utjecaj na rast biomase bakterije P. putida PGAL. Prema njihovim rezultatima, kod
ovoga soja se brzina apsorpcije amonijaka iz podloge usporava tijekom faze limitacije rasta
biomase izvorom dusSika (uz objasnjenje da se pri izrazito niskim koncentracijama amonijaka
odnosno izvora duSika, zaustavlja sinteza specificnog protein-nosa¢a za amonijak). Uz
navedeno, Annuar i sur. su sukladno rezultatima zakljucili da visoke koncentracije amonijaka
inhibiraju rast biomase. Ovom tvrdnjom bi se mogao objasniti linearan rast biomase tijekom
faze rasta kod prvog uzgoja P. chlororaphis i prvog uzgoja P. citronellolis. Treba napomenuti
da tijekom provedbe uzgoja na Graz University of Technology amonijak nije dodavan prema

njegovoj brzini potroS$nje nego prema pH vrijednosti podloge.

No, prema rezultatima za tri uzgoja P. chlororaphis i dva uzgoja P. citronellolis
vidljiv je znacajan rast rezidualne biomase u vrijeme kad je koncentracija izvora N bila
prakticki nula. Zbog toga je eventualna adsorpcija amonijaka 1 naknadni rast malo vjerojatan.
Naime, ako bi taj rast bio stvaran, onda bi to imalo utjecaj na kinetiku sinteze mcl-PHA. U
tom slucaju bi veza izmedu krivulja rasta i biosinteze mcl-PHA morala imati karakteristi¢an
oblik za direktnu povezanost izmedu brzine rasta i brzine biosinteze proizvoda. To nije
primije¢eno ni u jednom uzgoju. Naprotiv, krivulja biosinteze mcl-PHA ima tipicne
karakteristike djelomi¢ne povezanosti izmedu rasta i sinteze proizvoda (Luedeking —Piret
model), a brzina prirasta mcl-PHA znatno viSe ukazuje na konstantnu vrijednost koncentracije

rezidualne biomase u fazi biosinteze mcl-PHA nego na njezin rast.
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Pretpostavka o autolizi biomase i njenom ponovnom rastu na vlastitom autolizatu
takoder nema uporiSte obzirom da rezultati za biosintezu mcl-PHA ne ukazuju da postoje
takve varijacije. Osim toga, autolizirana biomasa moze eventualno dati jednaku koli¢inu nove
biomase, ali ne moze generirati stalni 1 neprekidni rast, odnosno neprekidno povecanje mase.
Zbog toga je eventualna adsorpcija FAME na hidrofobnu stjenku stanica i njezina

gravimetrijska detekcija ,,pod biomasu‘ vrlo izgledan dogadaj.

Tijekom GC-FID analize kratkolan¢anih monomera (Scl-PHA) nije detektiran niti
jedan mnomer scl-PHA tipa. GC-FID analiza sastava mcl-PHA pokazala je da je u stanicama
P. chlororaphis DSM 50083 monomer s najveé¢im udijelom 3-hidroksioktanoat (Cs). Slijedi
ga monomer 3-hidroksidekanoat (Ci0), a zatim 3-hidroksiheksanoat (Cs), te 3-
hidroksidodekanoat (Ci2). Monomeri 3-hidroksinonenoat (Co) i 3-hidroksiheptanoat (C-)
imaju najmanji udio. U stanicama bakterije P. citronellolis DSM 50332 najbrojniji monomeri
u strukturi mcl-PHA sa gotovo izjednacenim udjelom su 3-hidroksioktanoat (Cs) i 3-
hidroksidekanoat (Cio). Zatim slijede monomer 3-hidroksidodekanoat (Ci2) te monomer
hidroksiheksanoat (Cs). Monomeri 3-hidroksinonenoat (Co) i 3-hidroksiheptanoat (C7) imaju

najmanji udio.

Analizom sastava izvora C (FAME) utvrden je njegov sastav koji je prikazan u tablici
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Tablica 6. Sastav izvora ugljika (metil estera masnih keselina), (analiza nacinjena na Graz
University of Technology, Austrija) (Muhr i sur., 2013a, Muhr i sur., 2013b)

Oleinska kiselina (Cis) 38,5
Palmitinska kiselina (Czs) 26,7
Stearinska Kiselina (Cis) 17,9
Linolna kiselina (Cus) 4,47
Miristinska kiselina (C14) 2,79
Palmitolenska kiselina (Cis) 2,63
Linolenska kiselina (Cis) 0,91
Heptadekanoanska kiselna (Cz17) 0,65
Pentadekanoanska kiselina (Cis) 0,55
Pentadekenoanska kiselina (Cis) 0,21
Laurinska kiselina (C12) 0,11
Arahidinska Kiselina (C2o) 0,09
Gadoleinska kiselina (Cz2o) 0,08
Neodredene kiseline 2,85

Najve¢i udio u FAME imaju metil esteri oleinske, palmitinske i stearinske kiseline
koji sveukupno imaju udio od 83,1 %. Poznato je da raspodjela monomera u strukturi mcl-
PHA uvelike ovisi o vrsti supstrata (Kim i sur., 2007; Fu i sur., 2014). U ovom radu,
monomeri s najve¢im udjelom kod oba soja su monomeri s parnim brojem ugljikovih atoma u
bo¢nom lancu (jer su i najbrojniji metil esteri masnih kiselina upravo oni s masnim kiselinama
s parnim brojem ugljjikovih atoma). Fu i sur. (2014) su proveli uzgoj mikroorganizma
Pseudomonas putida LS46 u svrhu biosinteze mcl-PHA. Kao izvor ugljika tijekom ovog
uzgoja koriStene su masene kiseline podrijetlom iz biodizela; masne kiseline s najvecim
udijelom bile su Cig i C16 masne kiseline. Analizom strukture mcl-PHA u P. putida utvrdeno
je da i ovaj mikroorganizam, kao i P. chlororaphis, u najvecoj mjeri nakuplja monomere 3-

hidroksioktanoate (Cs).
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4.3.Testiranje osjetljivosti matemati¢kih modela biosinteze mcl-PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332

Prije uporabe modela u istrazivacke ili pogonske svrhe potrebno je izvrSiti analizu
osjetljivosti modela na promjenu parametara. Time se dobiva uvid u samu prilagodljivost
matematickog modela moguéim stvarnim situacijama u procesu (Oosterhuis i sur., 1985).
Naime, glavni kriterij kvalitete matematickog modela je njegova sposobnost ,,pokrivanja“
razli¢itih procesnih uvjeta i razlicitih povezanih metabolickih dogadaja (Horvat i sur., 2013).
Ovi modeli sadrze odredeni broj parametara kao i neki broj varijabli. Tome treba dodati i
pocetne uvjete koji utjecu na rezultat numericke integracije. Zbog velikog broja parametara,
testiranje osjetljivosti modela na promjenu svakog od njih bilo bi dugotrajno i neracionalno.
Zbog toga je testiranje provedeno na smanjenom broju parametara. Pri tome su odabrani
parametri za koje postoji saznanje da podlijezu Cestim promjenama ili oni za koje se

oc¢ekivalo da bitno pridonose promjeni istrazivanog dogadaja.

Jedan od bitnih kriterija za uspjeSnost matematickog modela u ovom istrazivanju bilo
jest slaganje izracunatih i eksperimentalnih vrijednosti za koncentraciju rezidualne biomase
kao katalitickog dijela biomase. Zato su u ovom radu matematicki modeli testirani na
biokemijsko-kineticke parametre koji utjeGu na brzinu rasta biomase, a to su maksimalna
specifi¢na brzina rasta, Monod-ova konstanta za FAME i Monod-ova konstanta za amonijak.
Na slikama 15 — 19 prikazani su rezultati testiranja osjetljivosti matematickih modela na
promjenu navedenih parametara. Vrijednost sume razlike kvadrata odstupanja funkcije
dobivene koriStenjem referentnog parametra od funkcije dobivene promjenom parametra je
koriStena kao kriterij koji pokazuje veli€inu odstupanja matematickog modela nakon

promjene vrijednosti parametara.
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Slika 15. Rezultati testiranja osjetljivosti matematickog modela biosinteze mcl-PHA u

stanicama P. chlororaphis (prvi uzgoja) na parametre tmax, Krame i Kn (referentni parametri:

Hmax=0,00412 mint, Krame=3,953 g L%, Kn=0,009 g LY).
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Slika 16. Rezultati testiranja osjetljivosti matematickog modela biosinteze mcl-PHA u

—@— Kfame

stanicama P. chlororaphis (drugi uzgoja) na parametre ptmax, Krame i Kn (referentni parametri:

umax=0,005 min-l, Kfame:13,6 g L-l, KN=0,1 g L-l).
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Slika 17. Rezultati testiranja osjetljivosti matematickog modela biosinteze mcl-PHA u

300 —@— Kfame

stanicama P. chlororaphis (tre¢i uzgoja) na parametre pmax, Krame i Kn (referentni parametri:

Hmax=0,003407 min, Krame=0,1 g L1, Kn=0,05904 g L2).
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Slika 18. Rezultati testiranja osjetljivosti matematickog modela biosinteze mcl-PHA u

stanicama P. citronellolis (prvi uzgoja) na parametre pmax, Krame I Kn (referentni parametri:

umax=0,0037 min-l, Kfame=1,18 g L-l, KN=0,05904 g L-l).
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Slika 19. Rezultati testiranja osjetljivosti matemati¢kog modela biosinteze mcl-PHA u
stanicama P. citronellolis (drugi uzgoja) na parametre pmax, Krame i Kn (referentni parametri:
Hmax=0,003 min?, Krame=1,18 g L, Kn=0,05904 g LY).

Usporedbom rezultata testiranja prikazanih na slikama 15 — 19 moze se zamijetiti
izrazito velika osjetljivost matematickog modela na promjenu parametra pmax. Promjena
parametara Krame i Kn gotovo nema utjecaj na matematicki model. Povecanje parametra [max
uzrokuje vecu potroSnju izvora C za rast biomase pa stoga preostaje manja raspoloziva
koli¢ina izvora C za biosintezu PHA. Samanjenje vrijednosti parametra pmax dovodi do
manjeg rasta rezidualne biomase kao ,katalizatora® biosinteze PHA — dolazi i do smanjenja
brzine sinteze PHA. Smanjenom Dbrzinom rasta biomase smanjuje se i brzina potro$nje
amonijaka koji je u modelu postavljen kao inhibitor biosinteze PHA. Visa koncentracija
amonijevog iona izaziva smanjenje brzine biosinteze PHA u fazi limitacije rasta izvorom

dusika.

Poboljsanje produktivnosti u industrijskoj proizvodnji kao i biokemijsko-genetickih
svojstava radnih mikroorganizama zahtjeva matematicko modeliranje. Matematickim
modeliranjem moguce je vrsiti optimizaciju procesa proizvodnje bez provodenja ogromnog
broja eksperimenata (Novak i sur., 2015). Matematicki modeli biosinteze mcl-PHA su
pokazali dobro slaganje eksperimentalnih i izraCunatih podataka (osim za rezidualnu
biomasu). Potvrdili su da su P. chlororaphis i P. citronellolis mikroorganizmi kod kojih je

biosinteza PHA djelomi¢no vezana uz fazu rasta, pri ¢emu je to svojstvo izrazitije za P.
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chlororaphis. Oba mikroorganizma pojacavaju biosintezu mcl-PHA u uvjetima ogranicavanja
rasta izvorom N. Ovi modeli mogu se koristiti u optimiranju biosinteze mcl-PHA u stanicama

P. chlororaphis i P. citronellolis.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata matematickog modeliranja moze se zakljuditi:

1.

Formalno kineticki matematicki modeli biosinteze mcl-PHA u stanicama P.
chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332, temeljeni na Leudeking-Piret
odnosu izmedu specificnih brzina rasta 1 nastajanja proizvoda (tzv. djelomicna
povezanost uz rast) te na viSesupstratnoj Monod-ovoj ovisnosti specificne brzina rasta
0 koncentraciji supstrata, se djelomi¢no slazu sa eksperimentalnim vrijednostima.
Neslaganje postoji za varijablu koncentracija rezidualne biomase u podrucju
ograniCavanja rasta nedostatkom izvora dusika, a vidljivo je kao prisutan rast u dijelu
uzgoja kad u podlozi nije bilo iskoristivog izvora N. Takav rezultat upucuje na
potrebnu korekciju metode odredivanja koncentracije biomase i1 koncentracije
rezidualne biomase.

Potvrdeno je da su P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 sojevi
bakterija kod kojih je biosinteza PHA djelomiéno vezana uz fazu rasta — tijekom faze
rasta biomase biosinteza PHA se odvija pri mnogo manjoj specifi¢noj brzini sinteze
nego u fazi limitacije rasta izvorom dusika.

Biosinteza PHA u stanicama P. citronellolis DSM 50332 je u fazi rasta biomase tako
slaba da se ta bakterija moze svrstati u grupu koju karakterizira sinteza PHA tek
poslije izazivanja ogranicenja rasta nedostatkom izvora N ili P.

Posto je znacajan rast biomase uoCen tijekom limitacije rasta izvorom dusSika,
potrebno je dodatno istraziti utjecaj izvora dusika i izvora C (amonijaka i FAME) na
rast navedenih sojeva (tj. provjeriti mogucu adsorpciju na biomasu).

Testiranjem osjetljivost matematickih modela na promjenu biokemijsko-kinetickih
parametara nadena je izrazita osjetljivost modela na promjenu parametra maksimalna
specifi¢na brzina rasta (Mmax).

P. chlororaphis DSM 50083 i P. citronellolis DSM 50332 smatraju se obecavaju¢im
mikroorganizmima u proizvodnji mcl-PHA iz otpadnih metil estara vis§ih masnih
kiselina iz proizvodnje biodizela (FAME), iako vrlo niske specifi¢ne brzine rasta na

tom supstratu zahtijevaju daljnja istraZivanja na njihovom povecéanju.
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7. PRILOZI

7.1. Tumac Kkratica, oznaka, fizikalno-kemijskih veliina i varijabli koriStenih u
matemati¢kim modelima biosinteze PHA u stanicama P. chlororaphis DSM 50083

i P. citronellolis DSM 50332 u rac¢unalnom programu Berkeley Madonna

METHOD RK4 - numeri¢ka metoda integracije, Runge-Kutta (4. stupnja)
STARTTIME — pocetno vrijeme simulacije [min]

STOPTIME - konacno vrijeme simulacije [min]

DT — korak numericke integracije [min]

MCDM - masa ukupne suhe tvari biomase [g]

CDM — koncentracija ukupne suhe tvari biomase [g L™]

MXr — masa rezidualne biomase prisutna u podlozi [g]

Xr — koncentracija rezidualne biomase u podlozi [g L™]

MPHA — masa PHA prisutna u podlozi [g]

PHA — koncentracija PHA u podlozi [g L]

MFAME — masa FAME prisutna u podlozi [g]

FAME — koncentracija FAME u podlozi [g L]

MNH4 — masa NH4 prisutna u podlozi [g]

NH4 — koncentracija NH4 u podlozi [g L]

02 — koncentracija otopljenog kisika u podlozi [g L™]

V — volumen podloge [L]

mil — specifiéna brzina rasta (1) [min™]

milmax — maksimalna specifi¢na brzina rasta (Umax) [Min]
Kfame — Monod-ova konstanta (zasiéenja) za FAME [g L™}

KN — Monod-ova konstanta (zasi¢enja) za amonijak [g L™]

KO2 — Monod-ova konstanta (zasiéenja) za otopljeni kisik [g L™]
( — specifiéna brzina biosinteze PHA [g g min]

gmax — maksimalna specifi¢na brzina biosinteze PHA [g g* min™]

KiNH4 — konstanta inhibicije biosinteze PHA amonijakom [g L]



C6 — koncentracija 3-hidroksiheksanoata [g L]

C7 — koncentracija 3-hidroksiheptanoata [g L™]

C8 — koncentracija 3-hidroksioktanoata [g L™]

C9 — koncentracija 3-hidroksinonenoata [g L™]

C10 — koncentracije 3-hidroksidekanoata [g L™]

C12 — koncentracija 3-hidroksidodekanoata [g L™]

FC6 — udio 3-hidroksiheksanoata u strukturi mcl-PHA [g g™

FC7 — udio 3-hidroksiheptanoata u strukturi mcl-PHA [g g}

FC8 — udio 3-hidroksioktanoata u strukturi mcl-PHA [g g]

FC9 — udio 3-hidroksinonenoata u strukturi mcl-PHA [g g]

FC10 — udio 3-hidroksidekanoata u strukturi mcl-PHA [g g™!]

FC12 — udio 3-hidroksidodekanoata u strukturi mcl-PHA [g g}

Y3 — koeficijent prinosa rezidualne biomase na izvor C (Y xieame) [g Xr/g FAME]
Y4 — koeficijent prinosa PHA obzirom na rezidualnu biomasu (Yenaxr) [g PHA/g Xr]
Y5 — koeficijent prinosa PHA na izvor C (YpHarave) [g PHA/g FAME]

Y7 — koeficient prinosa rezidualne biomase na izvor dusika (Yxmnna) [g Xr/g NH4™]

squarepulse (a; b) — skokovita impulsna promjena varijable u momentu (vremenu) ,,a* i

trajanja ,,b*



7.2. Program za matemati¢ko modeliranje (simulaciju uzgoja) biosinteze PHA u
stanicama P. chlororaphis DSM 50083 — prvi uzgoj
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 2941
DT =0,02

Masa ukupne suhe tvari biomase:

MCDM = MXr + MPHA

Koncentracija suhe tvari biomase:

CDM = MCDM/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu rezidulane biomase (Xr):

d/dt(MXr) = B -squarepulse(0,2; 1)*0,07*Xr -squarepulse(720; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(900; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1080; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1260; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1440; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1620; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1800; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1980; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2160; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2340; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2520; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2700; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2880; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2940; 1)*0,07*Xr

B = if time < 720 then 0,00446 else mi1*MXr

Specifi¢na brzina rasta:

mil = milmax*(FAME/(Kfame+FAME))*(NH4/(KN+NH4))

Koncentracija rezidualne biomase:

Xr = MXr/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu PHA:

d/dt(MPHA) = P -squarepulse(0,2; 1)*0,07*PHA -squarepulse(720; 1)*0,07*PHA



-squarepulse(900; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1080; 1)*0,07*PHA

-squarepulse(1260; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1440; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1620; 1)*0,07*PHA-squarepulse(1800; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1980; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2160; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2340; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2520; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2700; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2880; 1)*0,07*PHA

-squarepulse(2940; 1)*0,07*PHA

P = if time < 720 then 0 else (q*MXr) + B*Y4

Koncentracija PHA (obzirom na volumen podloge):

PHA = MPHA/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa amonijaka:

d/dt(MNH4) = if time < 720 then (squarepulse(360; 1)*2,933

-squarepulse(0,2; 1)*0,07*NH4) else (-mil*MXr/Y7
+squarepulse(810; 1)*0,894 +squarepulse(990; 1)*0,573
+squarepulse(1170; 1)*0,663 +squarepulse(1350; 1)*0,4
+squarepulse(1530; 1)*2

-squarepulse(720; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(900; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1080; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1260; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1440; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1620; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1800; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1980; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(2160; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2340; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(2520; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2700; 1)*0,07*NH4

-squarepulse(2880; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2940; 1)*0,07*NH4)

Koncentracija amonijaka:

NH4 = MNH4/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa izvora C ( FAME):




d/dt(MFAME) = if time < 720 then (-0,00446/Y3) else ((-q*MXr)/Y5) -mil*MXr/Y3
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*FAME +squarepulse(720; 1)*10,2
+squarepulse(1080; 1)*10 +squarepulse(1440; 1)*10
+squarepulse(1800; 1)*10,2 +squarepulse(2160; 1)*10
+squarepulse(2520; 1)*10,1 +squarepulse(2700; 1)*5
-squarepulse(720; 1)*0,07*FAME -squarepulse(900; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1080; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1260; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1440; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1620; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1800; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1980; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(2160; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2340; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(2520; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2700; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(2880; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2940; 1)*0,07*FAME

Koncentracija izvora C (FAME):

FAME = MFAME/V

Diferencijalna jednadZba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

d/dt(V) = +squarepulse(0,2; 1)*0,0117 +squarepulse(720; 1)*0,0119
+squarepulse(1080; 1)*0,0117 +squarepulse(1440; 1)*0,0117
+squarepulse(1800; 1)*0,0119 +squarepulse(2160; 1)*0,0117
+squarepulse(2520; 1)*0,0118 +squarepulse(2700; 1)*0,0058
+squarepulse(360; 1)*0,003223 +squarepulse(810; 1)*0,000982
+squarepulse(990; 1)*0,00063 +squarepulse(1170; 1)*0,000728
+squarepulse(1350; 1)*0,000318 +squarepulse(1530; 1)*0,001392
-squarepulse(0,2; 1)*0,07 -squarepulse(720; 1)*0,07-squarepulse(900; 1)*0,07
-squarepulse(1080; 1)*0,07-squarepulse(1260; 1)*0,07 -squarepulse(1440; 1)*0,07
-squarepulse(1620; 1)*0,07 -squarepulse(1800; 1)*0,07-squarepulse(1980; 1)*0,07

-squarepulse(2160; 1)*0,07 -squarepulse(2340; 1)*0,07-squarepulse(2520; 1)*0,07



-squarepulse(2700; 1)*0,07 -squarepulse(2880; 1)*0,07 -squarepulse(2940; 1)*0,07

Koncentracije mcl-PHA (Cg — C1o frakcije):

C6 = PHA*FC6
C7 = PHA*FCT7
C8 = PHA*FC8
C9 = PHA*FC9
C10 = PHA*FC10
C12 = PHA*FC12

Udjeli Cs — C12 monomera u mcl-PHA:

FC6 = 0,147

FC7 =0,0116

FC8 =0,484
FC9=10,0177

FC10 =0,2475

FC12 =0,0479
Pocetni uvjeti:

INIT MXr = 2,5843
INIT MNH4 = 2,40905
INIT MPHA = 0,2093
INITV =2

INIT MFAME =10

Specifi¢na brzina sinteze PHA:

g = gmax *(FAME/(Kfame+FAME))*(KiNH4/(KiNH4+NH4))

Kineti¢ke konstante:

milmax = 0,00412

Kfame = 3,953



KN = 0,009
gmax = 0,0006232
KiNH4 = 19,94

Koeficijenti prinosa:

Y3=1,141
Y4=0,01
Y5=0,169

Y7 =4,77

7.3. Program za matematicko modeliranje (simulaciju uzgoja) biosinteze PHA u
stanicama P. chlororaphis DSM 50083 — drugi uzgoj
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 2341
DT =0,02

Masa ukupne suhe tvari biomase:

MCDM = MXr + MPHA

Koncentracija suhe tvari biomase:

CDM = MCDM/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu rezidulane biomase (Xr):

d/dt(MXr) = B -squarepulse(0,2; 1)*0,07*Xr -squarepulse(900; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1140; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1380; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1620; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1860; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2340; 1)*0,07*Xr

B = mil*MXr

Specifi¢na brzina rasta:

mil = milmax*(FAME/(Kfame+FAME))*(NH4/(KN+NH4))



Koncentracija rezidualne biomase:

Xr = MXr/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu PHA:

d/dt(MPHA) = P -squarepulse(0,2; 1)*0,07* PHA -squarepulse(900; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1140; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1380; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1620; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1860; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2340; 1)*0,07*PHA

P = B*XY4 + q*MXr

Koncentracija PHA (obzirom na volumen podloge):

PHA = MPHA/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa amonijaka:

d/dt(MNH4) = if time < 1380 then 0 else (-mil*MXr/Y7)

Koncentracija amonijaka:

NH4= MNH4/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa izvora C ( FAME):

d/dt(MFAME) = (-(mil*MXr)/Y3) -(g*MXr)/Y5 +squarepulse(900; 1)*37,6
+squarepulse(1140; 1)*37,8 +squarepulse(1380; 1)*50
+squarepulse(1620; 1)*50,2 +squarepulse(1860; 1)*50
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*FAME -squarepulse(900; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1140; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1380; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1620; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1860; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(2340; 1)*0,07*FAME

Koncentracija izvora C (FAME):

FAME = MFAME/V

Diferencijalna jednadZba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

d/dt(V) = squarepulse(900; 1)*0,0439 +squarepulse(1140; 1)*0,0441



+squarepulse(1380; 1)*0,0584 +squarepulse(1620; 1)*0,0586

+squarepulse(1860; 1)*0,0584

-squarepulse(0,2; 1)*0,07 -squarepulse(900; 1)*0,07 -squarepulse(1140; 1)*0,07
-squarepulse(1380; 1)*0,07 -squarepulse(1620; 1)*0,07 -squarepulse(1860; 1)*0,07
-squarepulse(2340; 1)*0,07

Koncentracije mcl-PHA (Cg — C1o frakcije):

C6 = PHA*FC6
C7 =PHA*FC7Y
C8 = PHA*FCS8
C9 = PHA*FC9
C10 = PHA*FC10
C12 = PHA*FC12

Udjeli Cs — C12 monomera u mcl-PHA:

FC6 =0,129

FC7 =0,0273

FC8 =0,425

FC9 = 0,055

FC10 = 0,2631
FC12 = 0,0636
Pocetni uvejti:

INIT MXr = 13,6655
INIT MNH4 = 3,33
INIT MPHA = 2,385
INITV =5

INIT MFAME =50

Specifi¢na brzina sinteze PHA:




q = gmax *(FAME/(Kfame+FAME))*(KiNH4/(KiNH4+NH4))

Kineti¢ke konstante:

milmax = 0,005
Kfame = 13,6
KN=0,1

gmax = 0,0001959
KiNH4 = 0,2474

Koeficijenti prinosa:

Y3 =1,9998
Y4 =0,028
Y5=0,08434

Y7 =5,2034

7.4. Program za matematicko modeliranje (simulaciju uzgoja) biosinteze PHA u
stanicama P. chlororaphis DSM 50083 — treéi uzgoje
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 2761
DT =0,02

Masa ukupne suhe tvari biomase:

MCDM = MXr + MPHA

Koncentracija suhe tvari biomase:

CDM = MCDM/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu rezidulane biomase (Xr):

d/dt(MXr) = B -squarepulse(0,2; 1)*0,07*Xr -squarepulse(180; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(360; 1)*0,07*Xr -squarepulse(540; 1)*0,07*Xr

-squarepulse(720; 1)*0,07*Xr -squarepulse(900; 1)*0,07*Xr



-squarepulse(1080; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1260; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1440; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1620; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1800; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1980; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2160; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2340; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2520; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2700; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2760; 1)*0,07*Xr

B = mil*MXr

Specifi¢na brzina rasta:

mil = milmax*(FAME/(Kfame+FAME))*(NH4/(KN+NH4))

Koncentracija rezidualne biomase:

Xr = MXr/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu PHA:

d/dt(MPHA) = P -squarepulse(0,2; 1)*0,07*PHA -squarepulse(180; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(360; 1)*0,07* PHA -squarepulse(540; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(720; 1)*0,07* PHA -squarepulse(900; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(1080; 1)*0,07* PHA -squarepulse(1260; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(1440; 1)*0,07* PHA -squarepulse(1620; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(1800; 1)*0,07* PHA -squarepulse(1980; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(2160; 1)*0,07* PHA -squarepulse(2340; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(2520; 1)*0,07* PHA -squarepulse(2700; 1)*0,07* PHA
-squarepulse(2760; 1)*0,07* PHA

P =B*Y4 + g*MXr

Koncentracija PHA (obzirom na volumen podloge):

PHA = MPHA/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa amonijaka:

d/dt(MNH4) = -mi1l*MXr/Y7 +squarepulse(180; 1)*1,8 +squarepulse(360; 1)*1,1



+squarepulse(540; 1)*3,35 +squarepulse(720; 1)*3,7
+squarepulse(900; 1)*7,2 +squarepulse(1080; 1)*4,5
+squarepulse(1260; 1)*7

-squarepulse(0,2; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(180; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(360; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(540; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(720; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(900; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(1080; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(1260; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(1440; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(1620; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(1800; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(1980; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(2160; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(2340; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(2520; 1)*0,07* NH4 -squarepulse(2700; 1)*0,07* NH4
-squarepulse(2760; 1)*0,07* NH4

Koncentracija amonijaka:

NH4 = MNH4/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa izvora C ( FAME):

d/dt(MFAME) = ((-g*MXr)/Y5) -(mil*MXr)/Y 3 +squarepulse(360; 1)*50,1
+squarepulse(540; 1)*25 +squarepulse(720; 1)*25,1
+squarepulse(900; 1)*50 +squarepulse(1260; 1)*50,2
+squarepulse(1800; 1)*50+squarepulse(2340; 1)*50,1
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*FAME -squarepulse(180; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(360; 1)*0,07* FAME -squarepulse(540; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(720; 1)*0,07* FAME -squarepulse(900; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(1080; 1)*0,07* FAME -squarepulse(1260; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(1440; 1)*0,07* FAME -squarepulse(1620; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(1800; 1)*0,07* FAME -squarepulse(1980; 1)*0,07* FAME

-squarepulse(2160; 1)*0,07* FAME -squarepulse(2340; 1)*0,07* FAME



-squarepulse(2520; 1)*0,07* FAME -squarepulse(2700; 1)*0,07* FAME
-squarepulse(2760; 1)*0,07* FAME

Koncentracija izvora C (FAME):

FAME = MFAME/V

Diferencijalna jednadZba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

d/dt(V) = squarepulse(360; 1)*0,0585 +squarepulse(540; 1)*0,0292
+squarepulse(720; 1)*0,0293 +squarepulse(900; 1)*0,0584
+squarepulse(1260; 1)*0,0586 +squarepulse(1800; 1)*0,0584
+squarepulse(2340; 1)*0,0585 +squarepulse(180; 1)*0,0079
+squarepulse(360; 1)*0,0048 +squarepulse(540; 1)*0,0147
+squarepulse(720; 1)*0,0163 +squarepulse(900; 1)*0,0316
+squarepulse(1080; 1)*0,0140 +squarepulse(1260; 1)*0,0263
-squarepulse(0,2; 1)*0,07 -squarepulse(180; 1)*0,07 -squarepulse(360; 1)*0,07
-squarepulse(540; 1)*0,07 -squarepulse(720; 1)*0,07 -squarepulse(900; 1)*0,07
-squarepulse(1080; 1)*0,07 -squarepulse(1260; 1)*0,07 -squarepulse(1440; 1)*0,07
-squarepulse(1620; 1)*0,07 -squarepulse(1800; 1)*0,07 -squarepulse(1980; 1)*0,07
-squarepulse(2160; 1)*0,07 -squarepulse(2340; 1)*0,07 -squarepulse(2520; 1)*0,07
-squarepulse(2700; 1)*0,07 -squarepulse(2760; 1)*0,07

Koncentracije mcl-PHA (Cs — C1o frakcije):

C6 = PHA*FC6
C7 =PHA*FC7
C8 = PHA*FC8
C9 = PHA*FC9
C10 = PHA*FC10
C12 = PHA*FC12

Udjeli Cs — C12 monomera u mcl-PHA:




FC6 = 0,09016
FC7=0,0174

FC8 = 0,425

FC9 =0,0283
FC10=0,291
FC12 =0,058
Pocetni uvjeti:

INIT MXr = 3,877
INIT MNH4 = 2,16
INIT MPHA = 0,523
INITV =5

INIT MFAME = 50

Specifi¢na brzina sinteze PHA:

g = gmax *(FAME/(Kfame+FAME))*(KiNH4/(KiNH4+NH4))

Kineti¢ke konstante:

milmax = 0,003407
Kfame = 0,1

KN = 0,05904
gmax = 0,0000924
KiNH4 = 0,12

Koeficijenti prinosa:

Y3=1,15
Y4 =0,0367
Y5 =0,2034

Y7=172



7.5. Program za matemati¢ko modeliranje (simulaciju uzgoja) biosinteze PHA u
stanicama P. citronellolis DSM 50332 — prvi uzgoj
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 4321
DT =0,2

Masa ukupne suhe tvari biomase:

MCDM = MXr + MPHA

Koncentracija suhe tvari biomase:

CDM = MCDM/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu rezidulane biomase (Xr):

d/dt(MXr) = B -squarepulse(0,2; 1)*0,07*Xr -squarepulse(720; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(900; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1080; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1260; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1440; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1620; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1800; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1980; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2160; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2340; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2520; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(2700; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2880; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(3060; 1)*0,07*Xr -squarepulse(3240; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(3420; 1)*0,07*Xr -squarepulse(3600; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(3780; 1)*0,07*Xr -squarepulse(3960; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(4140; 1)*0,07*Xr -squarepulse(4320; 1)*0,07*Xr

B = mil*MXr

Specifi¢na brzina rasta:

mil = milmax*(FAME/(Kfame+FAME))*(NH4/(KN+NH4))*(02/(KO2+02))

Koncentracija rezidualne biomase:




Xr = MXr/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu PHA:

d/dt(MPHA) =

P -squarepulse(0,2; 1)*0,07*PHA -squarepulse(720; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(900; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1080; 1)*0,07*PHA

-squarepulse(1260; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1440; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1620; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1800; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1980; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2160; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2340; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2520; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2700; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2880; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(3060; 1)*0,07*PHA -squarepulse(3240; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(3420; 1)*0,07*PHA -squarepulse(3600; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(3780; 1)*0,07*PHA -squarepulse(3960; 1)*0,07*PHA

-squarepulse(4140; 1)*0,07*PHA -squarepulse(4320; 1)*0,07*PHA

P=B*Y4 + g*MXr

Koncentracija PHA (obzirom na volumen podloge):

PHA = MPHA/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa amonijaka:

d/dt(MNH4) = if time >=1980 then -mi1*MXr/Y7 -squarepulse(1980; 1)*0,07*NH4

-squarepulse(2160; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2340; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(2520; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2700; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(2880; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(3060; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(3240; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(3420; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(3600; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(3780; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(3960; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(4140; 1)*0,07*NH4

-squarepulse(4320; 1)*0,07*NH4



else (-Mil*MXr/Y7 +Z+722+ Z3+Z4+Z5+Z6)
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(720; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(900; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1080; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1260; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1440; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1620; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1800; 1)*0,07*NH4

Z = if time < 720 then 0,003 else 0

Z2 = if time > 720 and time < 1200 then 0,0106 else 0

Z6 = if time >= 1200 and time < 1440 then 0,018 else 0

Z3 = if time >= 1440 and time < 1620 then 0,022 else 0

Z4 = if time >= 1620 and time < 1800 then 0,024 else 0

Z5 = if time >= 1800 and time < 1980 then 0,029 else 0

Koncentracija amonijaka:

NH4 = MNH4/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa izvora C ( FAME):

d/dt(MFAME) = ((-g*MXr)/Y5) -(mil*MXr)/Y3 +squarepulse(720; 1)*25,4
+squarepulse(1080; 1)*25 +squarepulse(1440; 1)*25,2
+squarepulse(1800; 1)*25,2 +squarepulse(2160; 1)*25
+squarepulse(2700; 1)*25,2 +squarepulse(3060; 1)*12,5
+squarepulse(3420; 1)*13 +squarepulse(3780; 1)*12,6
+squarepulse(3960; 1)*12,8 +squarepulse(4140; 1)*13,4
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*FAME -squarepulse(720; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(900; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1080; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1260; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1440; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1620; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1800; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1980; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2160; 1)*0,07*FAME

-squarepulse(2340; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2520; 1)*0,07*FAME



-squarepulse(2700; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2880; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(3060; 1)*0,07*FAME -squarepulse(3240; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(3420; 1)*0,07*FAME -squarepulse(3600; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(3780; 1)*0,07*FAME -squarepulse(3960; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(4140; 1)*0,07*FAME -squarepulse(4320; 1)*0,07*FAME

Koncentracija izvora C (FAME):

FAME = MFAME/V

Diferencijalna jednadZba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

d/dt(V) = squarepulse(720; 1)*0,02965 +squarepulse(1080; 1)*0,029185
+squarepulse(1440; 1)*0,02942 +squarepulse(1800; 1)*0,02942
+squarepulse(2160; 1)*0,029185 +squarepulse(2700; 1)*0,02942
+squarepulse(3060; 1)*0,01459 +squarepulse(3420; 1)*0,01518
+squarepulse(3780; 1)*0,01471 +squarepulse(3960; 1)*0,01494
+squarepulse(4140; 1)*0,01564
+squarepulse(720; 1)*0,00879 +squarepulse(1620; 1)*0,001319
+squarepulse(1800; 1)*0,004945
-squarepulse(0,2; 1)*0,07 -squarepulse(720; 1)*0,07 -squarepulse(900; 1)*0,07
-squarepulse(1080; 1)*0,07 -squarepulse(1260; 1)*0,07 -squarepulse(1440; 1)*0,07
-squarepulse(1620; 1)*0,07 -squarepulse(1800; 1)*0,07 -squarepulse(1980; 1)*0,07
-squarepulse(2160; 1)*0,07 -squarepulse(2340; 1)*0,07 -squarepulse(2520; 1)*0,07
-squarepulse(2700; 1)*0,07 -squarepulse(2880; 1)*0,07 -squarepulse(3060; 1)*0,07
-squarepulse(3240; 1)*0,07 -squarepulse(3420; 1)*0,07 -squarepulse(3600; 1)*0,07
-squarepulse(3780; 1)*0,07 -squarepulse(3960; 1)*0,07 -squarepulse(4140; 1)*0,07
-squarepulse(4320; 1)*0,07

Koncentracije mcl-PHA (Cg — C12 frakcije):

C6 = PHA*FC6



C7 =PHA*FCY
C8 = PHA*FC8
C9 = PHA*FC9
C10 = PHA*FC10
C12 = PHA*FC12

Udjeli Cs — C12 monomera u mcl-PHA:

FC6 = 0,05559
FC7 =0,0194
FC8 =0,3945
FC9 =0,058
FC10 = 0,3926
FC12 =0,08717

Koncentracija kisika:

02 = 021+022+023

021 = if time < 1300 then 0,0032 else 0

022 = if time >= 1300 and time <= 2500 then ((-0,00000134*TIME) +0,004942) else 0
023 = if time > 2500 then 0,0016 else 0

Pocetni uvjeti:

INIT MXr = 6,2645

INIT MNH4 =1,98158

INIT MPHA = 1,2855

INITV=5

INIT MFAME = 25

Specifi¢na brzina sinteze PHA:

g = gmax *(FAME/(Kfame+FAME))*(KiNH4/(KiNH4+NH4))

Kineti¢ke konstante:




milmax = 0,0037
Kfame = 1,18

KN = 0,05904
gmax = 0,00005077
KiNH4 = 0,000001
KO2 =0,0017

Koeficijenti prinosa:

Y3=114
Y4 =0,018
Y5 =0,0868

Y7=55

7.6. Program za matemati¢ko modeliranje (simulaciju uzgoja) biosinteze PHA u
stanicama P. citronellolis DSM 50332 — drugi uzgoj
METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 2701
DT =0,2

Masa ukupne suhe tvari biomase:

MCDM = MXr+MPHA

Koncentracija suhe tvari biomase:

CDM = MCDM/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu rezidulane biomase (Xr):

d/dt(MXr) = B -squarepulse(0,2; 1)*0,07*Xr -squarepulse(180; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(900; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1140; 1)*0,07*Xr
-squarepulse(1380; 1)*0,07*Xr -squarepulse(1620; 1)*0,07*Xr

-squarepulse(1860; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2340; 1)*0,07*Xr



-squarepulse(2580; 1)*0,07*Xr -squarepulse(2700; 1)*0,07*Xr
B = mil*MXr

Specifi¢na brzina rasta:

mil = milmax*(FAME/(Kfame+FAME))*(NH4/(KN+NH4))*(02/(KO2+02))

Koncentracija rezidualne biomase:

Xr = MXr/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu PHA:

d/dt(MPHA) = P -squarepulse(0,2; 1)*0,07*PHA -squarepulse(180; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(900; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1140; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1380; 1)*0,07*PHA -squarepulse(1620; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(1860; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2340; 1)*0,07*PHA
-squarepulse(2580; 1)*0,07*PHA -squarepulse(2700; 1)*0,07*PHA
P = B*Y4 + q*MXr

Koncentracija PHA (obzirom na volumen podloge):

PHA = MPHA/V

Diferencijalna jednadZba bilance mase za varijablu masa amonijaka:

d/dt(MNH4) = if time >= 1620 then -mi1*MXr/Y7 -squarepulse(1620; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1860; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2340; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(2580; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(2700; 1)*0,07*NH4
else (-Mil*MXr/Y7 +Z+Z2+ Z3+Z6)
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(180; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(900; 1)*0,07*NH4 -squarepulse(1140; 1)*0,07*NH4
-squarepulse(1380; 1)*0,07*NH4

Z = if time < 180 then 0,005 else 0

Z2 = if time > 180 and time < 900 then 0,009 else 0

Z6 = if time >= 900 and time < 1140 then 0,0165 else 0



Z3 = if time >= 1140 and time < 1380 then 0,022 else 0

Koncentracija amonijaka:

NH4 = MNH4/V

Diferencijalna jednadzba bilance mase za varijablu masa izvora C ( FAME):

d/dt(MFAME) = ((-qg*MXr)/Y5) -(mil*MXr)/Y 3 +squarepulse(180; 1)*18,8
+squarepulse(900; 1)*37,6 +squarepulse(1140; 1)*18,6
+squarepulse(1380; 1)*50 +squarepulse(1620; 1)*25,2
+squarepulse(1860; 1)*50 +squarepulse(2340; 1)*50
+squarepulse(2580; 1)*25,2
-squarepulse(0,2; 1)*0,07*FAME -squarepulse(180; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(900; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1140; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1380; 1)*0,07*FAME -squarepulse(1620; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(1860; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2340; 1)*0,07*FAME
-squarepulse(2580; 1)*0,07*FAME -squarepulse(2700; 1)*0,07*FAME

Koncentracija izvora C (FAME):

FAME = MFAME/V

Diferencijalna jednadZba za promjenu volumena podloge u reaktoru:

d/dt(V) = squarepulse(180; 1)*0,02 +squarepulse(900; 1)*0,04 +squarepulse(1140; 1)*0,02
+squarepulse(1380; 1)*0,06 +squarepulse(1620; 1)*0,03 +squarepulse(1860; 1)*0,06
+squarepulse(2340; 1)*0,06 +squarepulse(2580; 1)*0,03
+squarepulse(720; 1)*0,00879 +squarepulse(1620; 1)*0,001319
+squarepulse(1800; 1)*0,004945
-squarepulse(0,2; 1)*0,07 -squarepulse(180; 1)*0,07 -squarepulse(900; 1)*0,07
-squarepulse(1140; 1)*0,07 -squarepulse(1380; 1)*0,07 -squarepulse(1620; 1)*0,07
-squarepulse(1860; 1)*0,07 -squarepulse(2340; 1)*0,07 -squarepulse(2580; 1)*0,07

-squarepulse(2700; 1)*0,07



Koncentracije mcl-PHA (Cgs — C1o frakcije):

C6 = PHA*FC6
C7 = PHA*FC7
C8 = PHA*FCS8
C9 = PHA*FC9
C10 = PHA*FC10
C12 = PHA*FC12

Udjeli Cs — C12 monomera u mcl-PHA:

FC6 = 0,0635
FC7=0,0178
FC8=0,423
FC9=0,0276
FC10=0,343
FC12 = 0,0697

Koncentracija kisika:

02 =021+022+023

021= if time < 1300 tehn 0,0032 else 0

022 = if time >= 1300 and time <= 2500 then ((-0,00000134*TIME) +0,004942) else 0
023= if time > 2500 then 0,0016 else 0

Pocetni uvjeti:

INIT MXr = 15,8935

INIT MNH4 = 2,09

INIT MPHA =22

INITV=5

INIT MFAME = 37,5

Specifi¢na brzina sinteze PHA:




q = gmax *(FAME/(Kfame+FAME))*(KiNH4/(KiNH4+NH4))

Kineti¢ke konstante:

milmax = 0,003
Kfame = 1,18

KN =0,05904
gmax = 0,0001
KiNH4 = 0,030001
KO2 =0,0017

Koeficijenti prinosa:

Y3=114
Y4 =0,009
Y5 =0,0868

Y7=55



