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L-jabol¢na kislina je snov s Sirokim spektrom uporabe, saj je pomembna tako v
zivilski, kakor tudi farmacevtski industriji in medicini. Biotehnologija ponuja
alternativo konvencionalnim, tipi¢no okolju neprijaznim metodam sinteze te kisline,
ki temelji na pretvorbi fumarne kisline s katalitskim delovanjem fumaraze. V
pricujo¢em delu smo to reakcijo izvedli s celicami Saccharomyces cerevisiae v
preto¢nem sistemu mikrokanalov, ki ponujajo Stevilne prednosti za razvoj in izvedbo
procesov, pri ¢emer smo preucili moznost imobilizacije celic na osnovi magnetizma
in vpliv razli¢nih procesnih parametrov na njeno uspesnost. V preliminarnih poskusih
smo med razli¢no sintetiziranimi Fe304 in CoFe204 nanodelci, shranjenimi v
razli¢nih topilih, izbrali najucinkovitejSe glede zadrZanja celic v magnetnem polju.
Preucili smo vpliv razli¢nih ¢asov izpostavitve suspenzije celic izbranim nanodelcem
in dolocili ustrezno razmerje med maso nanodelcev in suho maso celic za u€inkovito
zadrZanje v mikrokanalu. S primerjavo biotransformacije fumarne v L-jabol¢no
kislino s prostimi celicami S. cerevisiae in celicami, izpostavljenimi izbranim
nanodelcem, smo dokazali, da slednji ne znizujejo njihove sposobnosti pretvorbe, kar
je povezano z ugotovitvijo, da magnetni delci ostajajo na zunanji povrsini celic. V
nadaljevanju smo s celicami, imobiliziranimi v mikroreaktorju na osnovi
magnetizma, izvedli obravnavano biotransformacijo pri razlicnih koncentracijah
substrata in pri razli¢nih zadrzevalnih ¢asih in jo primerjali s SarZznim procesom.
Ugotovili smo, da smo z uporabo Fe304 nanodelcev in magnetnega polja omogocili
enostavno in u¢inkovito imobilizacijo kvasovk v mikroreaktorju, ki omogoca visoke
produktivnosti.
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L-malic acid is a substance with a wide range of applications; it is important both in
food and pharmaceutical industry, as well as in medicine. Biotechnology offers an
alternative method of its synthesis, based on the fumarase-catalyzed
biotransformation of fumaric acid. In the present work, this reaction was carried out
with Saccharomyces cerevisiae cells in a microflow system, offering several benefits
for process development and performance, where cell immobilization based on the
magnetism was investigated and parameters influencing its efficiency were studied.
Preliminarly, the most efficient particles for cell retainment in the magnetic field
were selected from various Fe304 in CoFe204 nanoparticles kept in different
solvents. The impact of cell suspension to nanoparticles exposure time was evaluated
and adequate nanoparticles mass to cell dry weight ratio for efficient cell retainment
in a microchannel was established. The comparison of fumaric to L-malic acid
biotransformation performed with untreated cells and cells exposed to the selected
nanoparticles revealed that the latter did not affect transformation capability of cells,
which was related to the finding that magnetic particles were retained on the cell
outer surface. Furthermore, the biotransformation was carried out with cells
immobilized in a microreactor based on the magnetism at different reactant
concentrations and different residence times and compared with a batch process.
Very efficient and simple immobilization of yeast cells using Fe304 nanoparticles
and magnetic field was achieved in a microreactor enabling very high productivities.
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1 UVvOD

Ostra konkurenca na podro¢ju kemijske in biokemijske industrije narekuje nenehno iskanje
novih tehnoloskih resitev, ki bodo omogocale visje donose, manjSe stroske in prijaznost
okolju. Ena izmed obetavnih alternativ konvencionalnim procesom je zagotovo
miniaturizacija reaktorjev, ki se pocasi, toda vztrajno, vpeljuje v vse veje kemijskega in
biokemijskega inzenirstva. V vedno vecji meri je mikrofluidika prisotna v biotehnologiji in
medicinski diagnostiki (Song in sod., 2012; Wirth; 2013; Wohlgemuth in sod., 2015).

V primerjavi s kemijsko sintezo nam biotransformacije ponujajo nekatere pomembne
prednosti, predvsem specifi¢nost, stereoselektivnost, izvajanje reakcij v blagih pogojih in
vecja ekoloska sprejemljivost takih procesov. Kot katalizatorje se uporablja izolirane
encime, ali celotne celice. Uporaba celotnih celic je smiselna, ker bistveno zmanjsa stroSke
izolacije in CiSCenja katalizatorja, poleg tega pa celice tudi same reciklirajo kofaktorje, ki
lahko v encimsko kataliziranih reakcijah predstavljajo velik strosek. Ob tem je potrebno biti
pozoren na nizjo specificno aktivnost in omejen prenos snovi v celico, ter iz nje.
Biotransformacije na mikroprocesnem nivoju odlikujeta ucinkovit dostop substrata do
aktivnega mesta, boljSi ¢asovni in prostorski nadzor procesa, lazje CiS€enje koncnega
produkta in krajsi zadrzevalni Casi za dosego enake stopnje pretvorbe, kar je spet povezano
tako s stroskovnimi, kot tudi ekoloskimi vidiki procesa (Pohar in Plazl, 2009; Wohlgemuth
in sod., 2015).

Tako kot v konvencionalnih sistemih, so tudi v mikroreaktorjih bioloski katalizatorji lahko
prosti ali imobilizirani. Pri tem lahko uporabimo razli¢ne tehnike, med katerimi se bomo
osredotocili na imobilizacijo celic s pomoc¢jo magnetnih nanodelcev. Velika prednost slednje
metode je neinvazivnost, saj le-ta naj ne bi imela vpliva na Zivost celic in celi¢ni
metabolizem (Pandya in sod., 2005; Sheldon in sod. 2007; Mateo in sod., 2007).

Reverzibilna imobilizacija katalizatorja v mikrokanalu predstavlja izziv pri izvedbi
ucinkovite biotransformacije. Omogoca visok nivo avtomatizacije in ucinkovit nadzor
procesnih parametrov za sorazmerno nizko porabo energije in kemikalij (Bolivar in sod.,
2011).

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil razvoj in optimizacija mikrobioreaktorja za izvedbo
pretvorbe fumarne v L-jabol¢no kislino, v katerem so celice S. cerevisiae, obdane z
magnetnimi nanodelci, imobilizirane na podlagi magnetizma. Pri tem smo Zzeleli prikazati
nacin imobilizacije, ki je preprost, hiter in ne zahteva spreminjanja notranjih sten
mikrokanala, ter ga primerjati z drugimi znanimi metodami imobilizacije celic.
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Nadalje smo Zzeleli preveriti sposobnost pretvorbe fumarne kisline s celicami, ki so obdane
z magnetnimi nanodelci in so ob prisotnosti magnetnega polja zadrzane v notranjosti
mikroreaktorja. Za natanénejSe razumevanje vezave magnetnih nanodelcev na celice smo
zeleli preveriti lokacijo vezave in njihovo morebitno penetracijo skozi plazmalemo v
notranjost. V ta namen smo za vizualizacijo z magnetnimi nanodelci obdelanih celic
uporabili fluorescenéni in elektronski vrsti¢ni mikroskop.

Izbrano reakcijo smo izvedli pri razli¢nih procesnih pogojih v mikroreaktorju in rezultate
primerjali s Sarznim procesom. Izvajanje encimsko kataliziranih reakcij na mikroprocesnem
nivoju predstavlja dokaj nov izziv na podro¢ju razvoja bioprocesov; najve¢ raziskav je bilo
zaenkrat narejenih z uporabo precis¢enih encimov, manj s celimi celicami. Velik potencial
kazejo podatki, da encimska kataliza v kontinuirno delujo¢em mikroreaktorju omogoca
znatno vi§je produktivnosti, kot v obic¢ajnih Sarznih procesih, zato je to perspektivna tema,
ki smo jo Zeleli podrobneje raziskati.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 MIKROREAKTORJI

Po definiciji v sklop mikroprocesnega inzenirstva spadajo procesi v napravah, pri katerih
vsaj ena dimenzija ne presega velikosti enega milimetra, volumni pa so obifajno v
mikrolitrskem obmocju. Na ta nacin dosezemo manjSo porabo reagentov, vecje izkoristke,
ter lazjo kontrolo in optimizacijo procesnih parametrov, kot posledico laminarnega toka
tekoCin (Pohar, 2012). Miniaturizacija naprav zaradi visokega razmerja med povrsino in
prostornino reaktorja omogoca hiter prenos toplote in snovi, kar je v kombinaciji z majhnimi
koli¢inami reagentov posebej dobrodoslo pri ravnanju z vnetljivimi, toksi¢nimi in
eksplozivnimi materiali. Zaprtost sistemov nam ob tem omogoca tudi lazjo sanacijo v
morebitnem primeru, ko reakcija uide izpod nadzora. Vecanje kapacitete namesto s
klasicnim prenosom v veéje merilo (ang. scale-up), dosezemo z veCanjem Stevila
mikroreaktorskih enot (ang. numbering-up) (Asanomi in sod., 2011; Wirth, 2013).

Mikroreaktorska tehnologija zdruzuje naravoslovne znanosti in inzenirstvo. Zato gre za
podrogje, ki privlaéi raziskovalce iz razli¢nih podrocij znanosti, kar je vodilo do nastanka
zelo razli¢nih mikroreaktorjev (Miyazaki in Maeda, 2006; Asanomi in sod., 2011). Obi¢ajno
so mikroreaktorji v obliki mikrokanalov ali miniaturiziranih cevk. Pogosti so tudi
mikroreaktorji v obliki miniaturiziranih vdolbinic, po zasnovi podobni mikrotitrskim
plos¢am in omogocajo volumne od nekaj nL do nekaj pL. Se man;jsi volumni so mogo¢i pri
uporabi mikro in nano kapljic, ki prav tako predstavljajo mikroreaktorje (Agresti in sod.,
2010; Asanomi in sod., 2011). Izdelani so lahko iz razli¢nih materialov, med katerimi za
laboratorijsko rabo prednjacita silicij in steklo. Za industrijsko uporabo je najpogosteje
izbran material za izdelavo mikroreaktorjev nerjavno jeklo. Za izvajanje bioloskih raziskav
je najprimernej$i material polidimetilsiloksan (PDMS), ki je prepusten za pline. Veliko
obetajo mikrokanali, izdelani iz perfluoroalkoksija (PFA), saj so odporni na mnoge razli¢ne
reagente, primerni za veCkratno uporabo in obenem poceni. Funkcionalizacija PFA
mikrokanalov s 3-aminopropiltriethoksilanom (ATPES) in glutaraldehidom omogoc¢a hitro
pripravo mikrobioreaktorja z imobiliziranimi celicami na stenah mikrokanala (Wirth, 2013;
Stojkovi€ in sod., 2014).

Ob omenjenih se kot materiali za izdelavo mikroreaktorjev vpeljujejo razli¢ni polimeri, ki
omogocajo cenovno ugodno izdelavo mikroreaktorjev za enkratno uporabo (Bolivar in sod.,
2011; Asanomi in sod., 2011).

Mikroreaktorji so zelo primerni za proizvodnjo snovi z visoko dodano vrednostjo, ki jih
proizvajamo v relativno majhnih koli¢inah. Omogocajo postavitev manjsih obratov, ki imajo
posledi¢no tudi manjsi negativni vpliv na okolje. Pomanjkljivost taksnih obratov je, da je
njihova postavitev pogosto drazja od konvencionalnih obratov, kar lahko kljub nastetim
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prednostim dvigne ceno kon¢nega produkta Zato je smiselnost vpeljevanja mikroprocesne
tehnologije odvisna od posamezne reakcije in vrednosti produkta (Bolivar in sod., 2011).

Dolgoro¢ni cilj mnogih raziskovalnih centrov in podjetij je, da proizvodnjo snovi v
mikroreaktorjih prenesejo na industrijsko raven. Med glavna podjetja in institucije, ki
razvijajo mikroreaktorske sisteme, sodijo Corning (ZDA), Forschungszentrum Karlsruhe
(Nem¢ija), Alfa Laval (Svedska), Fraunhofer ICT-IMM (Nem¢ija), Ehrfeld Mikrotechnik
(Nemcija), Syrris (Zdruzeno kraljestvo) Micronit (Nizozemska), Dolomite (Zdruzeno
kraljestvo) in drugi (Roberberge in sod., 2009).

2.1.1 Proizvodnja snovi v mikroreaktorjih

Visoko razmerje med povr§ino in volumnom, laminarni tok tekoCin in povecanje
zmogljivosti s poveCanjem Stevila osnovnih enot, predstavljajo bistveno razliko v primerjavi
s konvencionalnim nac¢inom proizvodnje snovi. Pogoji v reaktorju so homogeni in dobro
definirani, zato lahko dogajanje v sistemu tudi dobro matemati¢no opiSemo in napovemo
(Zhang in sod., 2007, Znidarsi¢-Plazl in Plazl, 2007, 2009).

Reakcije je tudi v mikroreaktorjih, tako kot pri reaktorjih obic¢ajnih dimenzij, mogoce voditi
Sarzno ali pretocno. Slednji proces odlikujejo ve¢ja produktivnost, hitrost reakeij in visji
donosi. Ob tem je potrebno upostevati manjSo fleksibilnost pretocnih sistemov, saj je
reaktorski sistem kompleksnejsi in zato tezje prilagodljiv. novemu proizvodu.
Mikroreaktorska tehnologija je zato posebej primerna za procese, kjer je potrebna stalna
prilagodljivost novemu proizvodu, saj omogoca enostavno spreminjanje konfiguracije
sistema in s tem prilagoditev za preto¢no sintezo razli¢nih snovi zaporedno (Wirth, 2013;
Roberge in sod., 2005).

2.1.2 Druge moZnosti uporabe mikroreaktorjev

Hiter napredek na podrocjih sistemske biologije in sorodnih znanosti, postavlja analitske
tehnologije pred vedno nove izzive in zahteva stalne izboljsave (Krenkova in Foret, 2004).
Velike koli¢ine vzporednih reakcij in nadzor razli¢nih parametrov za pridobivanje sprotnih
podatkov, zene bioloSke znanosti v stalni razvoj in nova odkritja. Miniaturzacija naprav se
je izkazala kot ucinkovit pristop k doseganju vi§je resolucije in obcutljivosti analiz,
zmanjSanju porabe dragih reagentov in posledi¢no vecji ucinek za niZjo ceno (Agresti in
sod., 2009; Stojkov¢, 2013). Agresti in sod. poro¢ajo o raziskavi evolucijske mutageneze, v
kateri so z uporabo mikrofluidne tehnologije nadzor mutiranih encimov izvedli 1000-krat
hitreje, kot je to mogoce s konvencionalnimi metodami, ob enem pa podali 1 000 000-krat
niZjo oceno stroSkov procesa.
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Nekateri mikrofluidni sistemi so zaradi sposobnosti hitrih in stroskovno ugodnih analiz ze
implementirani v komercialno uporabo, na trgu so tako uspesno uveljavljeni osebni merilci
glukoze in naprava za klini¢no analizo ionov (Abbott point of care, 2016; Krenkova in Foret,
2004). Kljub temu, da je komercialna uporaba biosenzorev z aplicirano mikrofluidno
tehnologijo najbolj razvita na podro¢ju medicine, so vzpodbudne tudi raziskave s podroc¢ja
analitike Zivil, kjer se prav tako i$¢e nove resitve v konstrukciji u¢inkovitih, mikrofluidnih
naprav, z visoko zmoznostjo analitike (Atalay in sod., 2011).

Mikrofluidne naprave se uporablja tudi za gojenje celic. Primer takSnega sistema sta
mikropetrijevka in miniaturiziran bioreaktor, ki omogoca gojenje ve¢ razli¢nih
mikroorganizmov. Kompleksnejse mikrofluidne naprave omogocajo natancen nadzor
parametrov, pomembnih za rast celic in istocasno spremljanje dogajanja v mikroreaktorju s
Stevilnimi integriranimi senzorji (Znidaréié Plazl in Plazl, 2011; Wirth, 2013).

Chen in sod. (2008) so za gojenje rekombinantnih celic ovarijev kitajskega hréka (CHO)
uporabili mikrotitrsko plos¢o. Tekom rasti celic so ob podpori mikrofluidne tehnologije na
ne-invaziven nacin on-line spremljali procesne parametre, kot so pH, raztopljeni kisik (DO)
in temperatura posamezne luknjice. Majhne dimenzije omogocajo preucevanje posameznih
celic in celi¢nih kultur, ki jih lahko izpostavimo zelo dobro definiranim razmeram. Tako
lahko razvijamo nove pristope k Studiju fiziologije mikroorganizmov.

Mikrofluidika se je izkazala za dobro orodje pri raziskavi kemotakse sesalskih celic, saj
lahko vzpostavimo dobro definiran kemijski gradient in ob tem z naprednim opti¢nim
sistemom spremljamo odziv celic (Kim in sod., 2012).

Mikrofluidna tehnologija je pomembna tudi v biokemijskih in molekularno-bioloskih
raziskavah, med katere sodijo verizna reakcija s polimerazo (PCR), kloniranje, in vitro
sinteza proteinov in nukleinskih kislin, ter razli¢ni presejalni testi (Znidar§i¢ Plazl in Plazl,
2011).

2.2 ENCIMSKO KATALIZIRANE REAKCIJE

Encimi so naravni katalizatorji, ki katalizirajo reakcije v vseh Zivih organizmih (Min in Yoo,
2014). V primerjavi s kemijsko sintezo, nam biokatalizirane reakcije ponujajo nekatere
pomembne prednosti, predvsem specificnost, stereoselektivnost, izvajanje reakcij v blagih
pogojih in vecjo ekolosko sprejemljivost takih procesov. Kljub temu je v komercialni
uporabi le malo encimsko kataliziranih reakcij, saj tezavo predstavljata predvsem stabilnost
in visoki stroski encimov (Asanomi in sod., 2011; Min in Yoo, 2014).

Biokataliza ponuja impresivne spremembe hitrosti kemijskih reakcij, saj se z uporabo
encimov kot biokatalizatorjev le-ta poveca za faktor 108 ali celo do 10%° v primerjavi s
spontano reakcijo. Za izvedbo biokatalitske reakcije se mora substrat pravilno vezati na
encim, s ¢imer pride do znizanja aktivacijske energije. Strukturno so encimi polimeri amino
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kislin z edinstveno primarno, sekundarno, terciarno in v primerih oligomernih proteinov tudi
kvartarno strukturo, ob tem pa mnogi za pravilno delovanje potrebujejo tudi ne-proteinske
molekule, ki sodelujejo pri katalitski reakciji. Slednje delimo na dve kategoriji, in sicer na
prosteti¢ne skupine, ki so trdno vezane na proteinski del encima in kofaktorje, ki so Sibkeje
vezani na proteinski del encima (Madigan in sod., 2000).

Kot biokatalizatorje lahko uporabljamo izolirane encime, celi¢ne lizate ali celotne celice.
Uporaba celotnih celic je smiselna, ker bistveno zmanjsa stroske izolacije in ciSCenja
katalizatorja, poleg tega pa celice tudi same reciklirajo kofaktorje, ki lahko v encimsko
kataliziranih reakcijah predstavljajo velik stroSek. Ob tem je potrebno biti pozoren na nizjo
specifi¢no aktivnost in omejen prenos snovi v celico in iz nje. Problem lahko reSimo z
gensko modifikacijo organizma, s katero lahko Zelene encime heterologno izrazimo kot
zunajceliéne produkte. Prenos snovi v celico in iz nje lahko poveCamo tudi s
permeabilizacijo, kjer lahko z razliénimi metodami, kot so susenje, zamrzovanje, mehanske
ali elektri¢ne sile, ali uporaba povrSinsko aktivnih snovi in organskih topil, ki deloma
razgradijo celino membrano, ustvarimo pore na membrani in povecamo njeno
permeabilnost. Slabost takSnega postopka je seveda negativen vpliv na celice, ki v ve¢ji meri
izgubijo sposobnost regeneracije kofaktorjev ali sinteze encimov. Kljub temu je lahko
stabilnost v taksnih sistemih vec¢ja kakor pri izoliranih encimih, saj encimi ostanejo delno
zasciteni pred zunanjimi vplivi (Kaur in sod. 2009; Vrsalovi¢ Presecki in sod., 2009).

Tako v konvencionalnih sistemih, kakor tudi v mikroreaktorjih, je smiselna imobilizacija
katalizatorja. Imobilizirane katalizatorje lahko vnoviéno uporabljamo, so preprostejsi za
rokovanje in omogocajo postavitev enostavnejSih zakljuénih procesov. Posledi¢no so tudi
stroski proizvodnje niZji, saj, posebej v farmacevtski industriji, zakljuéni procesi
predstavljajo velik del stroSkov proizvodnje. Kadar so v procesu uporabljeni encimi in ne
celotne celice, je razlog za smotrnost imobilizacije tudi Zelja po izboljSani stabilnosti in
ugodno spremenjeni selektivnosti encima. Posebej pri reakcijah z organskimi topili pride
stabilnost encima najbolj do izraza, poleg tega pa so imobilizirani encimi tudi bolj dostopni
substratu, kakor ¢e jih v reakcijo dodajamo v obliki liofilizata. Prav tako je z imobilizacijo
encimov olajSana izvedba veéstopenjskih reakcij (Min in Yoo, 2014).

2.2.1 L-jabol¢na kislina

Jabol¢na kislina je dikarboksilna organska kislina, z molekulsko formulo CsHeOs. V naravi
se pojavlja v obliki L-jabol¢ne kisline, medtem ko se D-jabol¢na kislina pridobiva le
sinteti¢no. L-jabol¢na kislina ima Sirok spekter uporabe in velja za drugo najbolj uporabljeno
snov za uravnavanje kislosti v Zzivilski industriji. Poleg tega je pomembna tudi v
farmacevtski industriji in medicini, kjer se uporablja za zdravljenje jeter in vzdrzevanje
koncentracije amoniaka v krvi (Vrsalovi¢ Presecki, 2009). V primeru, da bi se cena L-
jabol¢ne kisline znizala, bi se lahko njena uporaba razSirila na uporabo kot izhodno
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kemikalijo za proizvodnjo ve¢ razli¢nih kompleksnejsih snovi, kar bi po podatkih Sauer-ja
in sod. (2008) potrebo po tej snovi dvignilo iz sedanjih 100 000 ton na ve¢ kot 200 000 ton.
Trenutno jo v industriji pridobivajo iz maleinske in fumarne kisline, katere pridobivajo v veé
korakih iz nafte. Sinteza poteka z adicijo vode na dvojno vez fumarne kisline. Za doseganje
potrebnih izkoristkov je potrebna uporaba katalizatorja, pri ¢emer je pogosto uporabljena
zveplova kislina, za ucinkovite so se pokazali tudi razli¢ni kovinski katalizatorji, kot so
hidroksidi aluminija in kroma. Za sintezo jabol¢ne kisline potrebujemo visok tlak in
temperaturo. Produkt taksne kemijske reakcije je racemna mesanica (Vrsalovi¢ Presecki,
2009; Ramsey in Schultz, 1991).

2.2.1.1 Biokatalitska sinteza L-jabol¢ne kisline

Biotehnologija nudi alternativo industrijsko najpogosteje uporabljeni metodi sinteze L-
jabol¢ne kisline, ki omogoca cenej$o in okoljsko sprejemljivejSo sintezo. Enantiomerno Cista
L-jabol¢na kislina je v tem primeru produkt reakcije, ki jo katalizirajo vse vrste organizmov,
med katerimi so industrijsko najprimernejSe vrste mikroorganizmov Corynebacterium
ammoniagenes, Corynobacterium glutamicum in Saccharomyces cerevisiae (Liese in sod.,
2000). Ekonomsko zanimiva bi lahko bila tudi proizvodnja L-jaboléne kisline s fermentacijo
z glivami iz rodu Aspergillus (Goldberg in sod., 2006). Biosinteza L-jabol¢ne kisline sicer
poteka v vseh zivih bitjih.

V vseh organizmih proces sinteze L-jabol¢ne kisline poteka s pretvorbo fumarne kisline,
katalizirane s pomoc¢jo fumaraze, ki sodi med liaze (Vrsalovi¢ Presecki, 2009) (Slika 1).

fumaraza

HO o~ — =~ HO
oH * HO = OH

0 0

Slika 1: Shema reakcije hidracije fumarne kisline v L-jaboléno kislino ob katalizi s fumarazo.

2.2.1.2 Fumaraza

Encim fumaraza sta odkrila Batteli in Stern, leta 1911. Nahaja se v razli¢nih tkivih in celicah
v vseh zivih organizmih in ima vlogo katalizatorja v biokemi¢nem procesu Krebsovega
ciklusa (Slika 2). V prokariontskih organizmih so fumaraze locirane v citoplazmi, pri
evkariontih jih v najvec¢ji koli¢ini najdemo v mitohondriju, ¢eprav so prisotne tudi v
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citoplazmi celic. Prva 3-D struktura fumaraze je bila odkrita leta 1952, ko je Massay

kristaliziral fumarazo iz sréne misice prasica (Kithara in sod., 1960; Sacchetini in sod., 1986)
(Slika 3).
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Slika 2: Shema Krebsovega ciklusa, v kateri je predstavljena pretvorba fumarata? v malat?
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Slika 3: 3-D struktura fumaraze. (RCSB PDB, 2016)

Fumaraza je 194 kDa velik homotetrameren encim, ki spada v skupino liaz. Katalizira
reverzibilno, stereospecifi¢no hidratacijo fumarne kisline, pri kateri nastane enantiomerno
Cisti produkt (L-jabol¢na kislina). Encim optimalno deluje v 0,1 M fosfatnem pufru pri
nevtralnem pH in temperaturi 30 °C. V teh pogojih lahko doseze 82 % pretvorbo fumarne v
L-jabol¢no kislino, saj hkrati poteka tudi povratna reakcija, ki je energetsko manj ugodna
(Cernia in sod., 1995).

Mehanizem katalitske reakcije pretvorbe fumarne v L-jabol¢no kislino je predstavljen na
primeru fumaraze C iz bakterije Escherichia coli. Ta katalizira adicijo vode na dvojno vez
fumarne kisline, pri ¢emer imata klju¢no vlogo dve bazi¢ni skupini na encimu, ki omogocata
deprotonacijo substrata. V prvi stopnji katalitske pretvorbe se od encima z dvema
protoniranima bazama odcepi proton, kar sprozi vezavo s fumarno kislino. Deprotonirana
baza postane akceptor protonov, zato se v naslednjem koraku nanjo veze proton iz vode,
ostanek (OH") pa napade C2 mesto na fumarni kislini. Dvojna vez se pretvori v enojno in
nastane karboanionski intermediat (ACI). Ker le-ta ni stabilen, prva baza donira svoj proton,
pri ¢emer nastane L-jabol¢na kislina. V zadnjem koraku se na deprotonirano mesto druge
baze veze proton in produkt (L-jabol¢na kislina) se odcepi od encima (Weaver in Banaszak,
1996).
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Kvasovka vsebuje tako mitohondrijsko, kakor tudi citosolno fumarazo. Obe sta produkt
istega FUMI jedrnega gena, ki je bil prvi¢ odkrit in sekvenciran leta 1987 (Wu in Tzagoloff,
1987). Nahaja se na kromosomu XV1 (47336 — 48802) in nosi navodila za 488 aminokislin
dolg protein z izoelektricno tocko pri 8,40. Kompartmentalizacija encima je dolo¢ena z N-
terminalnim koncem sekvence, konformacijo proteina in s stanjem glioksilatnega toka.
Metaboliti glioksilatnega ciklusa namre¢ delujejo kot nanosenzorji za subcelicno fumarazno
distribucijo. Regev-Rudzki in sod. (2009) so ugotovili, da delecije genov glioksilatnega
ciklusa vplivajo na dvojno porazdelitev fumaraze. Normalna porazdelitev fumaraze znotraj
celice se spremeni z delecijo genov, vkljucenih v glioksalatni ciklus. Kadar je v gojisce S.
cerevisiae dodan sukcinat (produkt glioksilatnega ciklusa), se celice odzovejo z niZjo
koncentracijo fumaraze v citosolu, kar direktno nakazuje na vpliv toka glioksilatnega ciklusa
na porazdelitev le-te (Saccharomyces genome database, 2016). Na podlagi tega je smiselno
postaviti hipotezo, da metabolni stres v citosolu evkariontske celice posredno, preko
spremenjene akumulacije specificnih metabolitov, vpliva na porazdelitev mitohondrijskih
proteinov med mitohondrijem in citosolom in njihovo sekundarno funkcijo na sekundarni
lokaciji (Regav-Rudzki in sod., 2009).

Okrog 80-90 % vse celiéne fumaraze v kvasovki se nahaja v citosolu (Stein in sod., 1994).
Za akumulacijo velikih koli¢in L-jabol¢ne kisline v kvasovki je odgovorna predvsem
citosolna fumaraza (Pines in sod., 1996).

2.3 BIOKATALIZA V MIKROREAKTORJIH

Biokatalitske reakcije omogocajo delo pri nizjih temperaturah, reakcije so pocasnejse in
posledi¢no transport snovi ni omejujo¢ dejavnik, zato se mikroreaktorska tehnologija zaradi
manjs$ih potreb vpeljuje pocasneje. Kljub temu raziskave kazejo, da je z uporabo
mikroreaktorjev mogoc¢e doseci znatno vecje izkoristke kakor pri konvencionalnih metodah.
Predvsem na akademskem nivoju se je zacelo vpeljevanje mikroreaktorskih sistemov tudi v
biotehnoloskih laboratorijih, iz katerih prihaja vedno vec objav, ki potrjujejo smotrnost
razSiritve novih pristopov, predvsem k biokatalizi, na industrijsko raven (Stojkovi€ in sod.,
2014; Wohlgemuth in sod., 2015).

Pohar in sod. (2009) so z uporabo dvo-faznega kontinuirnega mikroreaktorskega sistema pri
sintezi izoamil acetata, katalizirani z lipazo, uspeli dose¢i 3-krat ve¢jo produktivnost v
primerjavi s Sarznim procesom. Primer biokatalize s celotnimi celicami v mikroreaktorju
navajajo Stojkovic¢ in sod. (2012), ki so kot katalizator v mikrokanalu uporabili kvasovke S.
cerevisiae. Le-te so imobilizirali na notranjo steno mikrokanala z uporabo silanizacije in
kovalentnega pripetja preko glutaraldehida, ter izvedli biotransformacijo fumarne v L-
jabol¢no kislino. Rezultate produktivnosti so primerjali z rezultati podobnega Sarznega
procesa (Vrsalovié-Presecki in sod., 2009). Izracunane produktivnosti so bile skoraj 4-krat
vec¢je kot v podobnem Sarznem procesu, kljub dejstvu, da so bile koncentracije substrata,
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uporabljene v kontinuirno delujogem mikroreaktorju, 10-krat nizje. Ceprav je v doloeni
meri na tako velike razlike lahko vplivala tudi izbira seva kvasovk, so to izjemno spodbudni
rezultati, ki kazejo na smiselnost uporabe mikrofluidike tudi v biolosko kataliziranih
procesih (Vrsalovié-Presecki in sod., 2009)

Mikroreaktorji so zlahka prilagodljivi izvajanemu bioprocesu. Z izbiro najprimernejSih
materialov se izognemo reakciji povrSine notranje povrSine reaktorja z uporabljenimi
kemikalijami. Sistem lahko predstavljajo tako preproste kapilare in cevke, kakor tudi posebe;j
izdelani mikrokanali, monoliti ali mikroreaktorji z dodanim razli¢cnim nanomaterialom.
Glede na potrebe lahko sestavimo razli¢ne sisteme kanalov, med katerimi so najpogostejsi
Y-, y-, T- in X-oblike (Wohlgemuth in sod., 2015).

2.3.1 Imobilizacija katalizatorja v mikroreaktorju

Kakor v konvencionalnih sistemih, je imobilizacija smiselna tudi na podro¢ju mikrofluidike
(Krenkova in Foret, 2004). Med drugim je ena najpomembnejsih prednosti imobilizacije
katalizatorja dobra loCitev Katalizatorja in produkta. Zato je pomembno vlagati v razvoj in
izboljsave tehnik imobilizacije, med katerimi so najpogosteje uporabljeni biotin-avidin
sistem, 3-aminopropilsilan-glutaraldehid in metoda ujetja v hidrogel (Stojkovi¢ in sod.,
2010).

2.3.1.1 Imobilizacija encimov

Encimi so v sploSnem najucinkovitejSi v blagih pogojih in so visoko selektivni, vendar
njihova stabilnost med shrambo in v raztopini naglo pada. Poleg predhodno omenjenih
razlogov je imobilizacija encimov smiselna tudi zaradi Zelje po izboljSani stabilnosti in
ugodno spremenjeni selektivnosti encima (Krenkova in Foret, 2004). Posebej je dobrodosla
v organskih topilih, kjer je vecja stabilnost encima zelo pomembna, ob tem pa so
imobilizirani encimi substratu dostopne;jsi. Poleg tega imobilizacija encima, oziroma celic,
doprinese tudi k poenostavitvi procesa in moznosti veckratne uporabe encima. Imobilizacija
encima posledi¢no olajsa izvedbo in vodenje veéstopenjskih reakcij (Min in Yoo, 2014).

Imobilizirani ali enkapsulirani encimi so pogosto uporabljeni v medicinski diagnostiki in
terapijah, biosenzorjih, organski sintezi in mnogih drugih aplikacijah, kot so na primer
odstranitev odpadnih metabolitov, detoksifikacija krvi, zdravljenje prirojenih metabolnih
deficitov, itd. (Krenkova in Foret, 2004).

Obstaja mnogo razli¢nih tehnik imobilizacije, ve€ino od njih lahko apliciramo tudi na mikro
nivo. Lastnosti idealne matrice za imobilizacijo encimov naj bi bile visoko razmerje povrsine
in volumna, bile naj bi permeabilne, hidrofilne, netopne, kemijsko, mehani¢no in termalno
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stabilne, sposobne vezave ligandov, visoko rigidne in odporne na prisotnost mikrobov in
encimov (Krenkova in Foret, 2004). V grobem lahko postopke imobilizacije razdelimo v tri
skupine: (i) imobilizacija na nosilce, (ii) imobilizacija na notranje stene mikrokanala in (iii)
imobilizacija v porozni membrani znotraj mikrokanala (Miyazaki in Maeda, 2006).

Najpogosteje so encimi v mikroreaktorjih imobilizirani z vezavo na trdne nosilce. Prednost
slednje metode je velika specificna povrsina in posledicno moznost vnosa velike koli¢ine
katalizatorja v mikroreaktor, ob enem pa je zaradi mehanske lo¢itve omogoceno veckratno
recikliranje encimov in enostavno ¢is¢enje produkta (Min in Yoo, 2014). Materiali teh
nosilcev so lahko razli¢ni in zato je tudi postopek imobilizacije razli¢en. Nosilci so lahko
steklene kroglice, prah aluminijevega okisda in drugi materiali, najpogosteje uporabljeni pa
SO sinteti¢ni organski polimeri (na primer Eupergit). Nosilci so lahko med drugim tudi
magnetni, kar omogoca Se laZje rokovanje z njimi. Uporaba nosilcev je mogoca tudi v
mikroreaktorjih, Kkateri so sicer zgrajeni iz materialov, Ki iz razli¢nih razlogov niso
najprimernejSi za neposredno imobilizacijo na notranjo povrsino. Ker lahko predhodno
obdelavo in pritrditev encimov izvajamo tudi izven mikroreaktorja, ni potrebno paziti na
kompatibilnost postopka z mikroreaktorjem. S preprostim dodajanjem nosilcev, ki imajo
razli¢ne pritrjene encime, lahko enostavno sestavljamo vecstopenjske reakcije (Asanomi in
sod., 2011). Imobilizacijo na magnetne mikrodelce, pridobljene iz silikagela, so v
mikrokanalu izvedli Nomura in sod. (2004). Metoda se je izkazala za uspe$no in
perspektivno. Prav tako o uspesni imobilizaciji z uporabo magnetnih delcev porocajo Li in
sod. (2006). Konstruirali so mikro¢ip, namenjen razgradnji encimov, ki zaradi obnovljivosti
in moznosti hitre zamenjave razli¢nih proteaz veliko obljublja za razvoj novih tehnik na
podro¢ju proteomike.

Slabosti takega sistema so velik padec tlaka zaradi velike koli¢ine delcev v mikroreaktorju
in otezena napoved, ter nadzor tokovnega rezima, kar lahko privede do nastanka gradientov
in posledi¢no neidealnih razmer za potek reakcije. Slednje pride posebej do izraza pri
uporabi vecfaznih tokov (Bolivar in sod., 2011).

Vezava encima v mikroreaktorju je mogoca tudi s pomoc¢jo monolitov, vendar s tem ostane
problem padca tlaka. Prav tako se uporabljajo hidrogeli, v katere se ujamejo encimi, kateri
so zaradi velike ovire za transport snovi primerni predvsem za analitske aplikacije (Asanomi
in sod., 2011).

Omenjenim tezavam Se izognemo z vezavo encimov neposredno na povrsino notranje stene
kanala mikroreaktorja. Porast tlaka namrec v takih sistemih ni tezava, tokovni rezim je precej
bolje definiran. Potrebno je biti pozoren na kompatibilnost materialov.

V obeh primerih lahko encime na povrSino vezemo kovalentno ali nekovalentno (Asanomi
in sod., 2011).



13
Njega¢ M. Biotransformacija organskih kislin v mikrokanalu s kvasovkami, imobiliziranimi na podlagi magnetizma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

— Kovalentna vezava encimov

Najveckrat raziskana in uporabljena imobilizacijska tehnika temelji na kovalentni vezavi
encima na nosilec ali notranjo steno kanala. Proteini obi¢ajno vsebujejo mnogo potencialnih
vezavnih mest, med najpogostejse funkcionalne skupine za kovalentno vezavo sodijo (i) a-
amino skupine na verigi in g-amino skupne lizina in arginina, (ii) karboksilne skupine, (iii)
fenolni obro¢ tirozina, (iv) tiolna skupina cisteina, (v) hidroksilna skupina serina in treonina,
(vi) imidazolna skupina histidina in (vii) indolna skupina triptofana. Da preprec¢imo
zmanjs$anje aktivnosti imobiliziranega encima, moramo poskrbeti, da se funkcionalna
skupina, ki je vkljucena v kovalentno vezavo, ne nahaja na aktivnem mestu encima. Ker se
funkcionalne skupine za vezavo na nosilec velikokrat nahajajo tudi na aktivnem mestu, lahko
tezavo reSimo z imobilizacijo v prisotnosti substrata, ali kompetitivnega inhibitorja
uporabljenega encima (Krenkova in Foret, 2004; Asanomi in sod., 2011).

Pogosto uporabljeni tehniki sta funkcionalizacija povrSin s silanizacijo in polimerne
“krtacke®. V primeru slednjih encim na povr$ino pritrdimo preko vzporedno orientiranih
linearnih polimerov, ki so pritrjeni pravokotno na povrsino (Asanomi in sod., 2011).

— Nekovalentna vezava encimov

Nekovalentna imobilizacija obic¢ajno temelji na ionskih interakcijah, vodikovih vezeh, van
der Waalsovih vezeh, hidrofobnih interakcijah, itd. Ker ne vkljucuje reaktivnih skupin,
konformacija proteina v tem primeru ostane nespremenjena, zato je tudi vpliv na aktivnost
encima manjSi. Vendar je manjsi tudi pozitivni ucinek na podaljSano stabilnost encima
(Krenkova in Foret, 2004).

Najpogosteje uporabljen sistem za nekovalentno vezavo je obdelava encima z biotinom,
kateri se potem nekovalentno veze na povrSino s pritrjenim avidinom, oziroma
streptavidinom. Pri tem je potrebno vedeti, da gre za vezavo, ki ni dovolj stabilna za dolgo
uporabo (Miyazaki in Maeda, 2006; Asanomi in sod., 2011).

Obstajajo tudi nacini fizikalne pritrditve encimov na povrsino. Uporabimo lahko metodo
stisnjenega COq, ki z rahljanjem povrSine polimera omogoci prehod encima vanjo. Po
odstranitvi CO2 se povr§ina vrne v normalno in tako zadrzi encim (Ellis in sod., 2008).

2.3.1.2 Imobilizacija encimov z magnetnimi nanodelci

Nanodelci (ang. nanoparticles) so definirani kot delci, katerih vsaj ena geometrijska razdalja
ne presega 100 nm in imajo zaradi svoje majhnosti posebne lastnosti in obnasanje. Nanodelci
so lahko tudi naravnega izvora. V tem primeru se imenujejo naravni ali geogeni NP, znani
so tudi pod imenom koloidi. Zaradi magnetnih lastnosti je posebna pozornost usmerjena na
delce Zelezovega oksida, ki so Ze vpeljani v uporabo v razli¢nih bioloskih procesih za lazje



14
Njega¢ M. Biotransformacija organskih kislin v mikrokanalu s kvasovkami, imobiliziranimi na podlagi magnetizma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

lo¢evanje, pri DNA detekciji, slikanje z magnetno resonanco, ciljani dostavi zdravil v
organizmu... Nanotehnologija je zaradi razseznosti moznih aplikacij in predvidenega
nadaljnjega razvoja ze danes veckrat imenovana kot kljucna tehnologija enaindvajsetega
stoletja (Schwegmann in sod., 2010).

V preteklih letih je naraslo zanimanje za uporabo magnetnih nanodelcev (ang. magnetic
nanoparticles ali MNP's), saj jih odlikujejo Siroka uporabnost, biokompatibilnost, majhnost
in nizka toksicnost. OpiSemo jih lahko kot superparamagnetne delce, saj zdruzujejo nekatere
lastnosti, kot so omejene dimenzije, eno-komponentnost in disperzija v ne-magnetnem
mediju. Izjemno dobrodosla lastnost imobilizacije na podlagi magnetizma je lahko locevanje
od ostalih komponent z uporabo magneta, kar zniza stroske in zmanjs$a zahtevnost procesa.
Sali¢ in sod. (2013) so postavili biokatalitski mikroreaktor za oksidacijo nikotinamid-
adenin-dinukleotid-hidrida (NADH), v katerem so encim alkohol-dehidrogenaza (ADH)
znotraj mikroreaktorja imobilizirali z magnetnim poljem z uporabo MNP-jev (Zelezov
oksid). V mikroreaktorju z nihajo¢im magnetnim poljem jim je pri zadrzevalnem ¢asu 2 min
uspelo doseci 100 % konverzije.

2.3.1.3 Imobilizacija celotnih celic

Prednosti imobilizacije celic so enostavno lo¢evanje od katalizatorja, stabilizacija in zascita
pred striznimi silami, lahko pa vpliva tudi na morfologijo, katera je v€asih bistvena za
ucinkovitost procesa. Lo¢imo ve¢ metod imobilizacije celotnih celic (Andrade in sod.,
2014):

— pritrditev na povrSino (adsorpcija, kovalentna vezava),
— zamreZenje v matriks,

— inkapsuliranje,

— pre¢no povezovanje,

— zadrzevanje za 0OViro,

— agregacija,

— uporaba opti¢ne pincete,

— magnetizem.

Eden izmed redkih primerov uporabe celic kot katalizatorja za sintezo snovi, so opisali Akay
in sod. (2005), kjer so bakterijske celice Pseudomonas syringae pritrdili v monolitni
mikroreaktor. Pri tem so opazili intenzifikacijo procesa v primerjavi s konvencionalnimi
sistemi. Imobilizacijo celotnih celic so v mikrosistemu izvedli tudi Andrade in sod. (2014),
ki so celice E. coli s prekomerno izrazeno (R)-selektivno ®-transaminazo imobilizirali na
metakrilatne kroglice, primerne za uporabo v kontinuirnih sistemih. Postavljeni proces, ki je
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omogocal visoke izkoristke in sintezo produktov brez potrebe po dodatnem ¢iscenju, je lahko
deloval kontinuirno do deset dni.

2.3.1.4 Imobilizacija celotnih celic na podlagi magnetizma

V naravi ze obstajajo tako imenovane magnetotakti¢ne bakterije, ki se gibljejo pod vplivom
geomagnetnega polja. Ta sposobnost izhaja iz specializiranih znotrajcelicnih magnetnih
organelov, imenovanih magnetosomi, ki imajo membransko vezane kristalne mineralne
delce (FesOs ali FesSs), velikostnega razreda nekaj nanometrov. Nastanek magnetosoma je
povezan s postopkom procesa mineralizacije pri bioloski kontroli akomulacije Zeleza in
depozicije mineralnih delcev specificne velikosti in orientacije znotraj membranskega
vezikla na dolo¢eni lokaciji znotraj celice. Z izjemo magnetotakti¢nih bakterij, ki vsebujejo
magnetosome (znotrajceli¢ne magnetne organele), je potrebno celice, da postanejo odzivne
na magnetno polje, predhodno obdati z magnetnim materialom. Ta je lahko v obliki delcev
ali nanodelcev maghemita, magnetita ali ferita, ki se na celice vezejo posredno z uporabo
protiteles (specificna vezava) ali kovalentno. Drugi mozni pristopi priprave celic, ki se
odzivajo na magnetno polje, so zamrezenje Vv biokompatibilne polimere v prisotnosti
magnetnih delcev, ali vezava paramagnetnih kationov na povrSini prisotne kislinske skupine
(Schiiller in Frankel, 1999; Yi in sod., 2006; Matsunaga in sod., 2007).

Metoda imobilizacije celic z magnetizmom je najpogosteje uporabljena za sortiranje in
koncentriranje posameznih tipov celic, prisotna je tudi v razvoju biosenzorjev,
bioabsorbentov, v tkivnem inzeniringu in kot imobilizacijska metoda za biotransformacije.
Po porocanju Yi in sod. (2006) je uporaba magnetnih nanodelcev neinvazivna za celice in
ne vpliva na celi¢ni metabolizem.

2.4 KVASOVKA Saccharomyces cerevisiae

Kvasovke so enoceli¢ni mikroorganizmi, ki jih uvr§¢amo med glive. Celice so ovalne oblike
in velike nekaj mikrometrov (okrog 5 pm). V 1g kvasa je ekvivalentno priblizno 20 bilijonov
celic. Clovek je kvas uporabljal $¢ preden je znal pisati, saj hieroglifi pri¢ajo, da so jih za
pripravo kruha izkoriS¢ali Ze stari Egipcani pred 5 000 leti. Leta 1857 so kvasovke prvi¢
identificirali pod mikroskopom (Deacon, 2006; National center for biotechnology
information, 2016). Zaradi svoje nepatogenosti se pogosto uporabljajo v zivilski industriji,
saj so splosno znane kot tako imenovani GRAS organizem (splo$no priznane kot varne; ang.
Generally Recognised As Safe) (Ostergaard in sod., 2000).

Kot enoceli¢ni evkariont je kvasovka idealen organizem za laboratorijsko delo, saj ga
enostavno gojimo na agarju. Zaradi kratkega ¢asa podvojevanja (90 min) lahko v teko¢em
gojiscu vzgojimo velike kolicine celic (Griffiths in sod., 2005). Kvasovke so enoceli¢ne
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askomicetne ali bazidiomicetne glive, ki se nespolno razmnozujejo z brstenjem ali delitvijo,
pri spolnem razmnoZzevanju pa ne tvorijo vecceli¢nih tvorb. Taksonomsko je kvasovka S.
cerevisiae umeScena med askomicete, druzino Saccharomycetaceae, poddruzino
Saccharomycetoideae, rod Saccharomyces (Griffiths in sod., 2005). Z razgradnjo hranil
pridobivajo energijo in osnovne gradnike za rast in razmnozevanje. Kot produkt presnove v
okolje izlo¢ajo etanol in CO; (alkoholna fermentacija). Celica kvasovk ima tipi¢ne lastnosti
evkariontske celice z enim jedrom in znacilnimi organeli, vklju¢no z eno veliko vakulo in
nekaj lipidnimi telesci (Slika 4) (Deacon, 2006).

SPB BS

Slika 4: Zgradba celice kvasovke S. cerevisiae. BS - brstna brazgotina (ang. Bud Scar); ER - endoplazmatski
retikulum; G - Golgijev aparat. L - lipidno telesce; M - mitohondrij; N- nukleus; SPB - delitveno vreteno (ang.
Spindle Pool Body); V - vezikel; Vac — velika centralna vakuola; W — celi¢na stena (ang. Wall) (Deacon, 2006).

Kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae so med najbolj intenzivno proucevanimi
enoceli¢nimi evkariontskimi organizmi na podro¢ju molekularne in celi¢ne biologije. Glavni
razlog za to je v tem, da je njihova celi¢na struktura in funkcijska organizacija zelo podobna
celicam visjih organizacijskih nivojev (Deacon, 2006). Genom S. cerevisiae je obsega
priblizno 12 000 000 bp in je organiziran v 16 kromosomov (National center for
biotechnology information, 2016).

2.4.1 Povrsinske lastnosti Saccharomyces cerevisiae

Celice S. cerevisiae se uporabljajo v mnogih biotehnoloskih procesih, med katerimi so
najpomembnejsi pekovska industrija, pivovarska industrija, vinarska industrija... Za
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ucinkovito uporabo le-teh je pomembno poznati njihove povrsinske lastnosti, na podlagi
katerih lahko napovemo interakcije z drugimi molekulami. Veéina celic mikroorganizmov
je negativno nabita, kar se obrne v kislem okolju, Kjer pride do protonacije amino skupin.
z razlicnimi pH vrednostmi. Na podlagi elektrokineticnih Studij, omocenosti celi¢ne
povrsine in porazdelitve celic kvasovk med vodno in organsko fazo, je mogoce razbrati, da
kljub splosni hidrofilnosti povrsine, lahko porazdelitev celic kvasovk med fazama variira
gleda na lastnosti organske faze in hidrofobno-hidrofilnega razmerja obeh faz. Nabitost
celicne povrsine je rezultat kombinacije hidrofobnih in hidrofilnih domen, katere lahko
spremenijo svojo velikost in obliko pod vplivom okolja. Splosno so hidrofilne domene
prisotne predvsem na predelu kontakta z vodno in hidrofobne predvsem na predelu kontakta
z organsko fazo (Tazhibaeva in sod., 2003).

Celi¢na stena kvasovk je zgrajena iz $tirih razredov makromolekul: visoko glikoziliranih
glikoproteinov (»manoproteini«), dveh tipov B-glukanov in hitina. Kompozicija se
spreminja z rastjo celic in z danimi pogoji, saj je biosinteza posameznih komponent odvisna
tako od Casa, kakor tudi okolja. Celi¢no membrano celic kvasovk, podobno kot ostale
bioloske membrane, sestavljajo lipidna dvoplast in proteini. Najpogosteje zastopani lipidi so
fosfolipidi in steroli. Tudi membrana se, podobno kot celi¢na stena, strukturno in
funkcionalno spreminja s spreminjanjem pogojev rasti (Feldmann, 2010).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 MIKROORGANIZEM IN GOJISCE

V $tudiji smo uporabljali kvasovko Saccharomyces cerevisiae MZKI K86 (pekovska
kvasovka iz Pivovarne Union, Ljubljana). Celice smo preko noci gojili v teko¢em gojis¢u na
stresalniku pri 150 obr. min in pri temperaturi 30 °C. Uporabili smo 500 mL erlenmajerice
s 100 mL gojis¢a. Gojis¢e smo pripravili iz sestavin: kvasni ekstrakt (10 g L, Biolife,
Italija), pepton (20 g L%, Biolife, Italija) in saharoza (20 g L, Merck, Nemdija).

Po preteku priblizno 18 h smo celice o¢istili gojis¢a s centrifugiranjem pri 3000 obr. min
(3 min). Pelet smo dvakrat sprali z vodo in ponovili postopek centrifugiranja. Potem smo
celice resuspendirali v manjsi koli¢ini demineralizirane vode, tako da smo dobili kon¢no
koncentracijo 10° celic mL™. S tako pripravljeno suspenzijo celic smo $e isti dan izvedli
imobilizacijo.

3.2 1ZBIRA IN KARAKTERIZACIJA NANODELCEV

V sodelovanju s prof. dr. Marjanom Marinskom s Katedre za anorgansko kemijsko
tehnologijo in materiale Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo smo pridobili 21
vzorcev magnetnih nanodelcev (Slika 5). Glede na kemijsko sestavo smo testirali dve
skupini nanodelcev, in sicer FesO4 in CoFe20s, pri ¢emer so bili magnetitni (Fe3Os)
nanodelci obarjani v 1 M vodni raztopini NHz ali v 1,3 M vodni raztopini NaOH. Delci so
bili redispergirani v vodnih raztopinah z razli¢no koncentracijo polivinilpirolidona (PVP),
en vzorec nanodelcev CoFe>O4 pa v n-dekanu.
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Slika 5: Vzorci nanodelcev, uporabljenih v eksperimentu.

3.2.1 Dolocanje porazdelitve velikosti nanodelcev

Velikost nanodelcev smo dolo€ili v sodelovanju s prof. dr. Marjanom Marinskom iz
Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo (Katedra za anorgansko kemijsko tehnologijo
in materiale) na Zeiss UltraPlus FE-SEM mikroskopu, opremljenim s STEM detektorjem.
Vzorce smo pripravili z odlaganjem suspenzij na z ogljikom obdana bakrena omrezja.
Kvantitativno analizo slike smo opravili s programom za analizo slik ZeissKS300 3.0. Za
zadoscCanje statisticnemu zaupanju smo analizirali 5-10 regij za vsak posamezni vzorec.

3.2.2 Dolocanje lokacije nanodelcev v oziroma na celicah S. cerevisiae

Predvideno lokacijo vezave nanodelcev na povrsino celice smo potrdili s SEM mikroskopijo
(slika 8) (Stojkovi€ in sod., €lanek v pripravi) in fluorescencno mikroskopijo (slika 9)
(Stojkovi¢ in sod., 2012). Na Zeiss UltraPlus FE-SEM mikroskopu, opremljenim s STEM
detektorjem, smo, v sodelovanju s prof. dr. Marjanom Marinskom (Katedra za anorgansko
tehnologijo in materiale), kvasovke, ki smo jih kontaktirali z nanodelci, posneli na Fakulteti
za kemijo in kemijsko tehnologijo, v sodelovanju s prof. dr. Marjanom Marinskom (Katedra
za anorgansko tehnologijo in materiale), ter izr. prof. dr. Damjano Drobne in dr. Saro Novak
z Biotehniske fakultete. Za fluorescenc¢no mikroskopijo celic S. cerevisiae z nanodelci smo
uporabili nanodelce obdelane s fluorescen¢nim barvilom iridijev(l11) acetil-acetonato-bis(3-
(benzotiazol-2-il)-7-(dietilamino)-kumarin (Ir(Cs)2(acac)), pridobljenim z Institutom za
analizno kemijo in kemijo zivil Tehniske univerze v Gradcu (Mistlberger in sod., 2010).
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3.3 STUDIJ DEJAVNIKOV IMOBILIZACIJE
3.3.1 Izbor nanodelcev

Izmed 21 vzorcev magnetnih nanodelcev smo na osnovi sposobnosti zadrzanja celic izbrali
nanodelce, ki smo jih uporabili v nadaljevanju s$tudije. Poskus smo izvedli v
mikrocentrifugirki, tako da smo 50 pL celic S. cerevisiae (koncentracija 108 celic mL™?)
zmesali s 30 pL nanodelcev (koncentracija od 20 do 62 mg mL™) in z vodno raztopino 10
mM ocetne kisline dopolnili do kon¢nega volumna 150 uL in intenzivno pomesSali na
vrtiéniku. Koncentracijo uporabljenih celic smo dolo¢ili na osnovi merjenja opti¢ne gostote.

Suspenzijo celic z nanodelci smo izpostavili magnetnemu polju, tako da smo ji priblizali
neodimski magnet velikosti 5 x 5 x 5 mm. Z nanodelci obdane celice so se zbrale na steni
mikrocentrifugirke, kjer je bil magnet. Ko smo odstranili vso teko¢ino iz mikrocentrifugirke,
so na steni, kjer je bil magnet, ostale samo imobilizirane celice. Odlitemu vzorcu smo s
Stetjem pod mikroskopom doloc¢ili koncentracijo celic. Glede na znano zacetno
koncentracijo celic smo izracunali deleze imobiliziranih celic za vsako vrsto nanodelcev.
Poskus smo opravili v treh ponovitvah.

3.3.2 Imobilizacija celic v mikrokanalu

Kot mikroreaktor smo uporabili PFA cevke premera 0,5 mm. Celice in reagente smo v
mikroreaktor vnasali z injekcijo (Slika 6). Vedno smo uporabljali le sveze vzgojene celice.
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Slika 6: Shema aparature: 1 - injekcija za vnaSanje vhodne raztopine, oziroma suspenzije celic; 2 -mikrokanal,
katerega osrednji del je obdan z magnetki; 3 - mikrocentrifugirka za zbiranje izhodnega vzorca.

Delovni volumen mikroreaktorja je znasal 9,81 uL, kar obsega 5 cm kanala, obdanega z
dvajsetimi neodinskimi magnetki velikosti 4 x 4 x 4 mm (deset zgoraj in deset spodaj), ki so
sluzili za imobilizacijo z magnetnimi nanodelci obdanih celic (slika 6). Magnete smo kupili
v lokalni trgovini. Raztopine smo v mikrokanal injicirali z injekcijskimi ¢rpalkami PHD
4400 Syringe Pump Series (Harvard Apparatus, ZDA).

Za proucevanje imobilizacije v mikrokanalu smo v mikrocentrifugirki pripravili vzorec, ki
je vseboval 50 pL suspenzije celic kvasovk s koncentracijo 10° celic mL™?, 10 uL vzorca
izbranih nanodelcev in 90 uL 0,1 M citratno fosfatnega pufra pH vrednosti 7. Tako
pripravljen vzorec smo 15 min inkubirali, za tem smo v mikrokanal injicirali vzorec tako, da
smo napolnili 11 cm kanala, kar je enako volumnu 22,64 pL. Potem smo mikrokanal
izpostavili magnetnemu polju s priblizanjem neodimskih magnetkov in priceli s spiranjem z
deionizirano vodo in zbiranjem vzorca na iztoku. Po 5 min smo spiranje ustavili, zbranemu
izstopnemu vzorcu pa dolocili koncentracijo spranih celic. 1z pridobljenih podatkov smo
izracunali zacetno koli¢ino celic v mikrokanalu in Stevilo spranih celic, s ¢esar smo dolocili
delez imobiliziranih celic pri specificnih pogojih. Pri spreminjanju pogojev smo vedno
spirali z deionizirano vodo do vzpostavitve stacionarnega stanja. Poskus smo opravili v treh
ponovitvah.



22
Njega¢ M. Biotransformacija organskih kislin v mikrokanalu s kvasovkami, imobiliziranimi na podlagi magnetizma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

3.3.2.1 Vpliv ¢asa izpostavitve nanodelcem na uc¢inkovitost imobilizacije

Za §tudij vpliva Casa izpostavitve celic nanodelcem smo izvedli imobilizacijo z nanodelci
Fe304, koprecipitiranimi z raztopino NHz in nato shranjenimi v 0,05 % raztopini PV,
koncentracija suspenzije nanodelcev: 26 mg mL™. V mikrocentrifugirki smo pripravili
vzorec, ki je vseboval 50 uL suspenzije kvasovk, 90 pL 0,1 M citratno fosfatnega pufra (pH
vrednosti 7) in 10 uL suspenzije nanodelcev. Vzorec smo inkubirali 6, 15 ali 30 min. Za tem
smo 22,64 pL vzorca injicirali v mikro kanal in vzpostavili magnetno polje s priblizanjem
neodimskih magnetkov. Priceli smo s spiranjem z deionizirano vodo, ki je trajalo 5 min
(pretok 300 pL min), ob tem pa zbirali izhodni vzorec. Po koncu spiranja smo zbranemu
izhodnemu vzorcu s Stetjem dolocili Stevilo spranih celic, iz ¢esar smo izracunali delez
imobiliziranih celic pri razli¢nih ¢asih inkubacije celic in nanodelcev. Poskus smo opravili
V eni ponovitvi.

3.3.2.2 Vpliv razmerja med nanodelci in celicami na u¢inkovitost imobilizacije

Pripravili smo vzorce razli¢nih razmerij med celicami in nanodelci. Uporabljeni nanodelci
so bili FesO4 in koprecipitirani v vodni raztopini NH3. Do kon¢nega volumna 150 uL. smo
dopolnili z 0,1 M citratno fosfatnim pufrom z vrednostjo pH 7. Suspenziji kvasovk (50 pL)
smo dodali od 2 do 50 uL suspenzije nanodelcev. Tako pripravljen vzorec smo 15 min
inkubirali. Potem smo 22,64 pL vzorca (volumen 11 cm mikrokanala) injicirali v
mikrokanal. Nato smo mikrokanal izpostavili magnetnemu polju s priblizanjem neodimskih
magnetkov in priceli s spiranjem z deionizirano vodo in zbiranjem vzorca na iztoku. Celice,
ki se kljub vzpostavitvi magnetnega polja niso zadrZale v mikrokanalu celice in nanodelce,
ki se niso zadrzali na celicah, smo spirali s deionizirano vodo pri pretoku 300 uL min™ in
jih zbrali na iztoku. Vzorcu na iztoku smo dolo¢ili koncentracijo celic in glede na zacetno
koli¢ino celic v mikrokanalu izracunali odstotek imobiliziranih celic pri uporabi vzorcev z
razli¢nimi razmerji med nanodelci in celicami. Poskus smo opravili v treh ponovitvah.

3.3.2.3 Vpliv vrednosti pH pufra na u€inkovitost imobilizacije

Vzorec 50 pL suspenzije kvasovk s koncentracijo 10° celic mL™? smo zmesali z 10 uL
suspenzije nanodelcev Fez0a4, oborjenih v vodni raztopini NHs. Kot topilo smo v vsakega od
vzorcev dodali po 90 uL 0,1 M fosfatno citratnega oz. fosfatnega pufra z razli¢nimi pH
vrednostmi v obmoc¢ju od 4 do 7. Citratno fosfatni pufer smo uporabili v obmocju pH
vrednosti 4 do 7, fosfatni pufer pa pri pH vrednostih 7,5 in 8. Sledila je 15 min inkubacija
vzorca in injiciranje 22,64 uL vzorca v mikrokanal, za ¢imer smo pri€eli s 5 min trajajo¢im
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spiranjem z deionizirano vodo pri pretoku 300 pL min™*. Pri tem smo zbirali izhodni vzorec,
ki smo mu po kon¢anem eksperimentu dolocili koncentracijo celic in iz meritev izracunali
delez imobiliziranih celic pri uporabi razli¢nih pufrov pri pripravi vzorcev celic kvasovk,
obdanih z nanodelci. Poskus smo opravili v dveh ponovitvah.

3.4 BIOTRANSFORMACIJA FUMARNE V L-JABOLCNO KISLINO

Proces biotransformacije fumarne v L-jabol¢no kislino smo izvedli s kvasovkami S.
cerevisiae kot katalizatorjem. Izvedli smo ga na dva nacina, in sicer Sarzno v meSalnem
reaktorju in kontinuirno v mikroreaktorju (aparatura opisana v poglavju 3.3.2).

3.4.1 Biotransformacija v meSalnem reaktorju

Sarzni eksperiment smo izvedli v centrifugirki volumna 15 ml, ki smo jo postavili na vrti¢nik
za doseganje homogenih pogojev. V 2,5 mL suspenzije celic s koncentracijo 10° celic mI*
smo dodali 0,25 mL suspenzije nanodelcev, oziroma v eksperimentu brez nanodelcev 0,25
mL citratno fosfatnega pufra s pH vrednostjo 7. Sledilo je 6 min permeabilizacije z 0,02 %
heksadeciltrimetilamonijevim bromidom (CTAB) in centrifugiranje 2 min pri 6000 obr. min
! (Stojkovi¢ in Znidarsi¢-Plazl, 2012). Supernatant smo odlili, pelet pa smo dvakrat sprali z
deionizirano vodo in resuspendirali v 2,5 ml citratno fosfatnega, 0,1 M pufra, s pH
vrednostjo 7. Na ta nacin smo odstranili dodan detergent. Potem smo 2 mL vzorca prenesli
v epruveto volumna 10 mL in dodali 2 mL 10 mM raztopine fumarne kisline v 0,1 M, citratno
fosfatnem pufru, s pH 7. Po preteku 1 min, 3 min in 6 min smo iz reaktorja odvzeli vzorec
in mu s filtracijo skozi filter s porami velikosti 0,45 pm odstranili celice. Za tem smo z
metodo tekocCinske kromatografije visoke lo€ljivosti (HPLC) analizirali koncentracijo
fumarne in jabol¢ne kisline in izraunali konverzijo po enacbi 1.

X = No—n .. (D

No

No ... mnozina substrata na zacetku reakcije [mol]

n ... mnozina substrata na ob Casu vzoréenja [mol]

Poskus smo opravili v treh ponovitvah.
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3.4.2 Biotransformacija v mikrokanalu

Kontinuirno biotransformacijo smo izvedli v mikrokanalu z imobiliziranimi celicami.
Pripravili smo suspenzijo kvasovk s koncentracijo 10° celic mL™. Vzorec za injiciranje v
mikrokanal je vseboval celice z magnetnimi nanodelci v volumskem razmerju 1:10. Po 15
min inkubaciji smo v mikrokanal injicirali 22,64 pL suspenzije celic z nanodelci. Ob kanal
smo postavili vseh 20 neodimskih magnetkov. Sledilo je 5 min spiranja z deionizirano vodo
pri pretoku 20 pL min?, s ¢imer smo sprali neimobilizirane celice. Za tem smo izvedli
permeabilizacijo, tako da smo v reaktor vnasali detergent CTAB pri pretoku 20 L mintv
skupnem ¢asu 6 min. Nato smo kanal ponovno spirali z deionizirano vodo 5 min, da smo
odstranili sledi CTAB.

Za izvedbo biotransformacije smo pri razli¢nih pretokih (2, 10, 15 in 20 pL mint) v kanal
dovajali substrat koncentracij 1, 2, in 5 mM in zbirali izhodne vzorce za HPLC analizo. Iz
pridobljenih podatkov o koncentracijah produkta in substrata na izstopu iz mikrokanala smo
ob zagotovljenem konstantnem pretoku skozi kanal izracunali konverzije na osnovi enacbe

).

Q)

Cv ... koncentracija substrata na vstopu v reaktor [mol L]

Ciz ... koncentracija substrata na izstopu iz reaktorja [mol L]

Nato smo izracunali Se produktivnost katalizatorja (enacba 3) in volumetri¢no produktivnost

ey

(enacba 4) pri dosezeni najvisji konverziji.

_Cex%y
Msuna .03

Pm
Pm ... produktivnost katalizatorja (celic) [mol min™ g]
cp ... koncentracija produkta na izstopu iz reaktorja [mol L]
@y ... volumenski pretok [L min™]

Msuha ... SUha Masa celic v mikroreaktorju [g]
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¢
p. _tpx%y
T Ty e

Pv ... volumetri¢na produktivnost [mol min™]

VR ... volumen reaktorja [L]

Poskus smo opravili v treh ponovitvah.

3.5 ANALIZNE METODE

3.5.1 Dolocanje koncentracije celic

Suspenziji celic v vodi je bilo najprej potrebno dolociti koncentracijo. Vzorec Smo ustrezno
razred¢ili z deionizirano vodo na pri¢akovano koncentracijo, ki bi bila primerna za Stetje pod
mikroskopom. Za Stetje celic smo uporabili izboljSano Neubauerjevo komoro z globino
0,100 mm za neposredno dolocanje Stevila celic. V zarezo na Stevni celici smo previdno
nanesli kapljico suspenzije celic. Kapilarni vliek nato enakomerno porazdeli suspenzijo celic
med krovno in objektno stekelce. Celice smo 3teli na povecavi 40 x 10. Steti smo za&eli v
levem zgornjem robu, na kvadratu obdanem s tremi ¢rtami.

Nato smo pripravili serijo vzorcev znanih koncentracij za doloCanje opticne gostote. Z
dolocitvijo opticne gostote (spektrofotometer Shimadzu, Japonska) pri 600 nm smo
pripravili umeritveno krivuljo (Slika 9), s pomo¢jo katere smo v nadaljnjih poskusih doloc¢ali
koncentracijo neznanim vzorcem.

Za dolocanje suhe mase celice smo razred¢eno suspenzijo celic presteli v Stevni komori in ji
tako dolo¢ili koncentracijo celic mL™. Pripravili smo vzorec suspenzije celic s koncentracijo
10° celic mL?. Osusene membranske filtre z velikostjo por 0,45 um smo stehtali in
posamicno shranili v eksikatorju do uporabe.

Filtre smo vstavili na porozno frito v presesalno erlenmajerico in s pomocjo vodne ¢rpalke
prefiltrirali natan¢no 1 mL vzorca. Meritev smo izvedli v treh paralelkah. Filtre smo nato
vstavili v analizator vlaznosti snovi (Mettler Toledo, Svica) in susili do konstantne mase, ki
smo ji odSteli maso filtra in s tem dobili podatek o suhi masi 1 mL suspenzije celic s
koncentracijo 10° celic mL™.
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3.5.2 Dolo¢anje masne koncentracije nanodelcev

Za dolocanje masne koncentracije suspenzije nanodelcev smo 1 mL vsakega vzorca
nanodelcev nanesli na predhodno stehtan in osusen filtrni papir, vstavljen na porozno frito v
presesalno erlenmajerico in s pomocjo vodne Crpalke prefiltrirali vzorec. Filtre smo polozili
v analizator vlaznosti snovi (Mettler Toledo, Svica) in posusili do konstantne mase. Po tem,
ko smo odsteli maso filtrnega papirja, smo izracunali masno koncentracijo posameznih
vzorcev. Poskus smo izvedli v dveh paralelkah.

3.5.3 Porazdelitev velikosti nanodelcev

V sodelovanju s prof. dr. Marjanom Marinskom smo dolocili porazdelitev velikosti
nanodelcev (Stojkovié in sod., 2016). Velikost in morfologijo pripravljenih nanodelcev smo
dolo¢ili z opazovanjem na Zeiss UltraPlus FE-SEM, opremljenem s STEM detektorjem.
Kvantitativno analizo digitalnih slik smo opravili s Zeiss KS300 3.0 programom za analizo
slik (Stojkovic in sod., 2016).

3.5.4 HPLC analiza

Rezultate biotransformacije smo dolocali z analizo vzorca na HPLC aparaturi (Agilent,
Varian, Pro Star, ZDA). Uporabili smo Synergi MAX-RP 50 x 4.6 mm C18 kolono (reverzna
faza) s 4 um delci (Phenomenex, Torrance, USA) in UV-Vis DAD detektor, s katerim smo
spremljali meritve pri 208 in 257 nm. Mobilno fazo je predstavljala 0,1 M vodna raztopina
H3POy4 , ki smo ji pH na 2,9 umerili z vodno raztopino NaOH (Preglednica 1). Za pripravo
raztopin smo uporabljali ultra ¢isto vodo.

Preglednica 1: Kemikalije, ki so bile uporabljene za izdelavo mobilne faze.

Izhodna Koncentracija vodne Proizvajalec Molska masa [g
kemikalija raztopine [M] mol?]

H3PO4 (85 %) 0,1 Merck, Nemcija, Darmstadt 98
NaOH 0,2 Merck, Nemcija, Darmstadt 40

Pripravili smo umeritveni krivulji na HPLC za dolo¢anje koncentracije substrata in produkta.
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4 REZULTATI
4.1 DOLOCANJE KONCENTRACIE KVASOVK V SUSPENZIJI

Za dolocanje koncentracije celic kvasovk smo pripravili umeritveno krivuljo, s katero smo
dolo¢ili opti¢no gostoto suspenzijam kvasovk z znanimi koncentracijami celic (Slika 7).

1,20E407
y = 1E+07x X )
= .
1,00E+07 RT=09851 .
8,00E+06 )

6,00E+06

4,00E+06

Koncentracija celic [N/ml]

2,00E+06

0,00E+00
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Opti¢na gostota (A=600 nm)

Slika 7: Umeritvena krivulja koncentracije suspenzije celic kvasovk v odvisnosti od izmerjene opti¢ne gostote.

Za dolocanje suhe mase celic smo pripravili suspenzijo kvasovk v deionizirani vodi s
koncentracijo 10° celic mL™?, katerim smo v treh ponovitvah s suSenjem v analizatorju
vlaznosti snovi dolo¢ili suho maso. Ugotovili smo, da 1 mg suhe mase celic predstavlja 7,41
-107 celic, Kkar je primerljivo s podatki iz literatur, kjer so Stojkovi¢ in sod. (2010) doloéili,
da je 1 mg suhe mase celic S. cerevisiae enakovreden 5,7 - 107 celic.

4.2 LASTNOSTI NANODELCEV

Preizkusili smo razli¢ne nanodelce na osnovi CoFe204 in FesOg, pripravljene z razlicnimi
snovmi za njihovo koprecipitacijo, ter shranjenimi v n-dekanu ali v vodi z razli¢nimi delezi
dodanega PVP. Vsi delci so izkazovali magnetne lastnosti.

Vsem nanodelcem smo po 15-min inkubaciji s suspenzijo celic dolocili sposobnost
imobilizacije celic pod vplivom magnetnega polja. S suSenjem v analizatorju vlaznosti snovi
smo razliénim vzorcem nanodelcev dolo¢ili masno koncentracijo. Rezultati, zbrani v
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preglednici 2, kazejo, da so se vse vrste nanodelcev vsaj delno uspesno izkazale glede
imobilizacije celic na osnovi delovanja magnetnega polja, kar kaze, da so se delci zadrzali
na ali v celicah. Fe3O4 delci, oborjeni z NHz in shranjeni v 0,01 % vodni raztopini PVP, so
med vsemi testiranimi delci izkazali najvecjo ucinkovitost glede imobilizacije celic kvasovk
pri izbranih pogojih. Zaradi koli¢ine vzorcev smo smo za nadaljnjo uporabo izbrali delce,
shranjene v 0,05 % vodni raztopini PVP, s katerimi smo dosegli 93 % imobilizacijo celic
kvasovk. Nanodelci, pri katerih smo za shranjevanje uporabili le H20, so se v povpre¢ju
slabSe izkazali pri meritvah uspesnosti imobilizacije celic kot ostali delci. Nanodelci
CoFe204, obdelani v n-dekanu, so omogocili le 53 % delez imobilizacije celic.

Preglednica 2: Pregled izra¢unanih povpre¢nih vrednosti dolo¢anja masnih koncentracij delcev in deleza
imobiliziranih celic ob uporabi razli¢nih vzorcev nanodelcev. Delci, ki smo jih nadalje uporabljali, so barvno
oznaceni.

Snov za . Masna . Delez
Vzorec Koprecipitacijo Topilo koncentracija [g |mob|_I|Z|ran|h
mL™] celic [9%0]
CoFe;04 - n-dekan 32 53
CoFe;04 - H.O 26 42
CoFe;04 - 0,001 % PVP 21 87
CoFe;04 - 0,01 % PVP 20 82
CoFe;04 - 0,05 % PVP 25 70
CoFe;04 - 0,1% PVP 20 29
CoFe;04 - 0,5 % PVP 36 79
CoFe;04 - 1% PVP 62 82
FE3O4 NH3 Hzo 43 76
Fes04 NH3 0,001 % PVP 26 79
FesO, NH3 0,01 % PVP 37 99
FesO, NH3 0,05 % PVP 26 93
FesO, NH3 0,1% PVP 29 36
FesO, NH3 0,5 % PVP 44 91
FesO,4 NH3 1% PVP 24 89
Fes304 NaOH H>0 53 51
Fes04 NaOH 0,001% PVP 46 39
FesOq4 NaOH 0,01 % PVP 25 94
Fes04 NaOH 0,05 % PVP 33 87
Fes04 NaOH 0,5 % PVP 26 88

FesOq4 NaOH 1% PVP 39 12
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4.2.1 Dolocitev porazdelitve velikosti nanodelcev

Rezultati o porazdelitvi velikosti nanodelcev so prikazani na grafikonih na sliki 8. Razpon
velikosti FesO4 nanodelcev je bil relativno ozek, s povpreénim premerom 6,1 nm (Slika 8a).
CoFe204 delci so se pojavljali v ve¢jem velikostnem razponu, s povpreénim premerom 5,6
nm (Slika 8b) in so tvorili tudi aglomerate velikosti od 6 do 20 nm (Slika 8c) (Stojkovi¢ in
sod., 2016).

Kljub temu, da govorimo o delcih velikosti manjSih od 10 nm, jih lahko poimenujemo z
besedo suspenzija, saj se ob prisotnosti topila zdruzijo v aglomerate in s tem tvorijo vecje
delce, ki so lepo vidni tudi s prostim o¢esom.
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Slika 8: Porazdelitve delcev po velikosti: a) Delci Fe3O4 b)CoFe,04 ¢) agregati CoFe;O4 (Stojkovié
in sod., ¢lanek v pripravi).
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4.2.2 Dolocanje polozaja zadrZanja nanodelcev na celice S. cerevisiae

Polozaj vezave nanodelcev na celice S. cerevisiae smo vizualizirali s SEM. Na sliki 9 je
vidno, da so se delci zadrzali na zunanji strani celi¢ne stene kvasovk. Za dodatno lokalizacijo

delcev smo uporabili filter, s katerim smo z modro barvo obarvali delce, ki vsebujejo zelezo
(Stojkovi¢ in sod., 2016).

Cameo+

2pm

Slika 9: SEM mikroskopija celic kvasovk z nanodelci in obarvanim Zelezom.
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Slika 10: Celice S. cerevisiae MZKI K86, inkubirane z Fe3s04 nanodelci, obarvanimi s fluorescentnim barvilom
iridijev(l1l) acetil-acetonato-bis(3-(benzotiazol-2-il)-7-(dietilamino)-kumarin, vizualizirane s fluorescenéno
mikroskopijo (Stojkovic¢ in sod., 2016).

Za dodatno potrditev, da nanodelci ne penetrirajo v notranjost celice, smo s fluorescen¢no
mikroskopijo posneli celice kvasovk, obdane z Fe3Os nanodelci, obarvanimi s
fluorescentnim  barvilom  iridijev(lll)  acetil-acetonato-bis(3-(benzotiazol-2-il)-7-
(dietilamino)-kumarin (Slika 10). Na sliki je videti, da so se delci, kot smo predvidevali, v
najvecji meri zadrZali na povrSini celic.

4.3 STUDIJ RAZLICNIH DEJAVNIKOV NA USPESNOST IMOBILIZACIJE CELIC

4.3.1 Vpliv ¢asa izpostavitve celic nanodelcem

Za doloc¢itev najprimernejSega Casa inkubacije celic S. cerevisiae in nanodelcev v testni
posodi pred imobilizacijo, smo znano koli¢ino celic, obdanih z nanodelci, injicirali v
mikrokanal in priceli s spiranjem z deionizirano vodo. Sila toka vode je celice potiskala proti
izhodu reaktorja, medtem ko jih je v njem zadrZevalo magnetno polje. Ravnovesje med silo
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hidrodinamskega vleka in magnetnega polja je povzrocilo koncentriranje celic v smeri proti
izstopu in nastanek skupka ob magnetih, podobnega tistemu, ki nastane ob uporabi
imobilizacijskih nosilcev (Slika 11). Pri tem smo zbirali izhodno frakcijo, v kateri smo prav
tako dolocili koli¢ino celic in na ta naCin izracunali odstotek imobiliziranih celic pri razli¢nih
Casih izpostavitve celic nanodelcem. Kot je razvidno s slike 12, smo ugotovili, da se po
pretecenih 15 min uspesnost imobilizacije celic ne izboljSuje vec, zato smo se odlocili, da je
15 min najprimernejsi ¢as inkubacije suspenzije celic in suspenzije nanodelcev in tako tudi
ravnali v nadaljnjih poskusih.

S Cw\‘v BN

o' e s e e
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Slika 11: Mikrokanal, obdan z magnetki in z imobiliziranimi celicami, obdanimi z magnetnimi nanodelci.

99

Delez imobiliziranih celic [%]
(o]
o
(92

0 10 20 30 40 50 60 70
Cas inkubacije [min]

Slika 12: Delez celic imobiliziranih v mikrokanalu v odvisnosti od predhodnega ¢asa inkubacije celic
S.cerevisiae z nanodelci v testni posodi.
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4.3.2 Vpliv razmerja med nanodelci in celicami

Pripravili smo vzorce z razli¢nimi razmerji med suho maso nanodelcev in celic, ter jih po
15-min inkubaciji v testni posodi s prostornino 150 uL injicirali v mikrokanal in izpostavili
magnetnemu polju. Po 5-min spiranju z deionizirano vodo smo zbrani frakciji na izhodu
dolocili koli¢ino spranih celic in glede na Stevilo celic v mikrokanalu na zacetku postopka
spiranja dolocili delez imobiliziranih celic. Rezultati so prikazani na sliki 13, iz katere je
v kateri smo imeli suspenzijo celic (koncentracije 10° celic mL™), citratno fosfatni pufer
vrednosti pH 7 in nanodelci (skupaj 150 uL), imeli koncentracijo nanodelcev 0,0001 g mL"
!, To pomeni, da je bilo razmerje med maso nanodelcev in suho maso celic v tem primeru
2,5. Glede na to, da smo pri vi§jih razmerjih dosegali tudi niZje rezultate, bi nekaj odstotkov
vi§ji delez imobiliziranih celic v tem primeru lahko pripisali tudi eksperimentalni napaki.
Sicer je bila vecina rezultatov v obmocju od 60 % do 70 % in z viSanjem koncentracije
nanodelcev v inkubacijski posodi ni bilo opaziti trenda uspesnejse imobilizacije celic.

90
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60 @ ®
50
40
30
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Delez imobiliziranih celic [%]

10

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Razmerje med maso nanodelcev in celic
Slika 13: Delez imobiliziranih celic v mikrokanalu v odvisnosti od razmerja med maso nanodelcev in suho

maso celic v inkubacijski posodi.

4.3.3 Vpliv pH vrednosti vodne raztopine uporabljene pri imobilizaciji

Pripravili smo vzorce celic kvasovk in nanodelcev FesO4 (oborjeni v vodni raztopini NHs in
shranjeni v 0,05 % PVP) v vodnih raztopinah razli¢nih pH vrednosti in jih inkubirali 15-
min. Volumsko razmerje celic in nanodelcev je bilo 1 : 10. Delez imobiliziranih celic smo
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dolocali s Stetjem pod mikroskopom. Stevilo celic, injiciranih v mikrokanal volumna 9,81
uL, je bilo 107. S §tetjem izhodnega vzorca po spiranju kanala smo pokazali, da se uspe$nost
imobilizacije s spremembo pH topila statisti¢no znacilno ne spreminja in je bila v vseh
primerih okrog 80 %. Rezultati so grafi¢no prikazani na sliki 14.
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Slika 14: Grafi¢ni prikaz deleza imobiliziranih celic v odvisnosti od pH vrednosti vodne raztopine pufra,
uporabljenega pri imobilizaciji.

4.4 BIOTRANSFORMACIJA FUMARNE V L-JABOLCNO KISLINO
4.4.1 Biotransformacija v SarZnem sistemu

V Sarznem sistemu smo v 15-mL centrifugirki izvedli biotransformacijo razli¢nih
koncentracij fumarne kisline v jabol¢no in vzorce, odvzete pri razli€nih Casih reakcije,
analizirali na HPLC aparaturi. S tem smo preverjali katalitske sposobnosti celic kvasovk S.
cerevisiae in morebitno spremembo le-teh po izpostavitvi celic nanodelcem.

Stevilo celic v reaktorju je bilo 2 - 10° celic, kar je ekvivalentno 27 mg suhe mase celic.
Rezultati so graficno prikazani na sliki 15. Poskus smo izvedli s kvasovkami, ki so bile, ali
pa ne, predhodno za 15 min izpostavljene suspenziji nanodelcev, pri ¢emer med obema
razli¢icama ni bilo opaziti pomembnih razlik. Najvisja dosezena konverzija je bila 60 % pri

ey

v obeh primerih 26 mmol mg ceiic dan.
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Slika 15: Grafikon, ki prikazuje doseZene konverzije fumarne kisline v L-jaboléno kislino v odvisnosti od
reakcijskega Casa pri celicah, inkubiranih z nanodelci in celicah, ki niso bile inkubirane z nanodelci.

4.4.2 Biotransformacija v kontinuirnem poskusu v mikroreaktorju

Za izvedbo poskusa v mikroreaktorju v kontinuirnem sistemu smo v mikrokanal injicirali
22,64 uL suspenzije celic kvasovk, ki so bile predhodno 15 min izpostavljene suspenziji
izbranih nanodelcev. Po zac¢etnem spiranju z deionizirano vodo in permeabilizaciji s CTAB
smo po vzpostavitvi stacionarnih pogojev zaceli z dovajanjem substrata (razlicne
koncentracije raztopine fumarne Kisline v citratno fosfatnem pufru pH 7) v mikrokanal in
zbiranjem izhodne frakcije.

Delovni volumen mikroreaktorja je znasal 9,81 uL, kjer je bilo v mikrokanalu okrog 2 - 10’
celic kvasovk, kar znasa 0,274 mg suhe mase celic. Razmerje suhe mase nanodelcev in celic
je bilo v reaktorju 1,4.

Grafi¢ni prikaz rezultatov je na sliki 16. Najvisje konverzije smo dosegli pri najnizjem
okrog 80 %. Pripadajoca produktivnost katalizatorja (enacba 2) je pri teh pogojih znasala
okrog 21 mmol mg™ dan, volumetri¢na produktivnost (ena¢ba 3) pa okrog 232 mmol dan”
! Najvisja izmerjena konverzija pri 2 mM koncentraciji substrata, je bila pri zadrzevalnem
¢asu 4,9 min 63 %, pri cemer je produktivnost na maso katalizatorja znasala 33 mmol mg’
Leelic dan™? in volumetriéna produktivnost 368 mmol dan™. V primeru 5 mM koncentracije
substrata in zadrZevalnem casu 4,9 min, je konverzija znaSala 61 %, pripadajoca
produktivnost na maso Katalizatorja 80 mmol mgceic dan™ in volumetri¢na produktivnost
900 mmol dan™.
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Slika 16: Grafikon, ki prikazuje dosezene konverzije fumarne kisline v odvisnosti od zadrzevalnih ¢asov v
mikrokanalu pri razli¢nih koncentracijah substrata (fumarna kislina).



38
Njega¢ M. Biotransformacija organskih kislin v mikrokanalu s kvasovkami, imobiliziranimi na podlagi magnetizma.
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Izbira magnetnih nanodelcev in pogojev imobilizacije

Uporabljene magnetne nanodelce smo pripravili z uporabo oshovne opreme in po
enostavnem protokolu. Na podlagi Sarznih eksperimentov smo ugotovili, da so najvecji delez
imobiliziranih celic omogocili delci FesOs, koprecipitirani z NHs, zato smo le-te tudi
shranjenimi v 0,01 % PVP, vendar smo zaradi koli¢ine vzorca izbrali delce, shranjene v 0,05
% PVP, s katerimi smo dosegli 93 % imobilizacijo celic. so Z delci CoFe2O4 smo dosegli
nizje odstotke imobilizacije, kar bi lahko pojasnili s tem, da so slednji v ve¢ji meri tvorili
agregate. Jasnih razlik uspe$nosti imobilizacije pri uporabi razli¢nih nanodelci, z razli¢nimi
uporabljenimi snovmi za koprecipitacijo in topilom za shranjevanje, rezultati niso nakazali.
Z opazovanjem celic s SEM mikroskopijo je vidno, da se v prisotnosti topila tvorijo agregati
delcev, zato lahko pri uporabi nanodelcev kljub majhnim velikostim posameznih delcev v
prisotnosti topil govorimo o suspenziji in ne raztopinah delcev (Mohanraj in Chen, 2006).
Na sliki 8 so na povrsini kvasovke prikazani relativno veliki skupki nanodelcev. Zadrzevanje
delcev na povrsini kvasovke smo nadalje potrdili tudi s fluorescenéno mikroskopijo (Slika
9). Natannega mehanizma interakcije nanodelcev s celicami v tem delu nismo dolocali,
vendar zbrani rezultati nakazujejo, da se delci zadrzijo na povrsino celice.

Z doloCanjem porazdelitve velikosti nanodelcev smo ugotovili manjsi razpon velikosti
delcev FesO4 kot pri CoFe20a, saj je pri slednjih relativno Sirok ¢asovni razpon nastajanja
kristalizacijskih jeder, rasti kristalov in aglomeracije pripomogel k razporeditvi velikosti
delcev po ve¢jem obmocju (Slika 8).

Pri $tudiji najprimernejSih pogojev imobilizacije S. cerevisiae z magnetnimi nanodelci smo
ugotovili, da je za doseganje visokih odstotkov imobiliziranih celic potrebna okrog 15-min
inkubacija nanodelcev in kvasovk za optimalno adsorpcijo delcev na povrsino celic. Pri
veCanju cCasa inkubacije nad 15 min ni bilo ve¢ mogoce opaziti vecjih odstotkov
imobilizacije celic znotraj mikrokanala (Slika 12).

S spreminjanjem razmerja mase nanodelcev in celic je bil v povprecju odstotek
imobiliziranih celic v obmoc¢ju med 60 in 70 % glede na zacetno Stevilo celic v testni posodi.
Ugotovili smo, da z viSanjem koncentracije nanodelcev v inkubacijski posodi ni bilo opaziti
trenda uspesnejse imobilizacije celic (Slika 13).

Pri Studiji vpliva pH vrednosti medija, v katerem poteka inkubacija celic in nanodelcev, smo
ugotovili, da le-ta ne vpliva na uspesnost imobilizacije v mikrokanalu (Slika 14). Uspesnost
imobilizacije z isto vrsto nanodelcev pri razli¢nih vrednostih pH je prakti¢no enaka oziroma
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v okvirju eksperimentalne napake. Hkrati je znano, da kvasovke v nekaterih primerih
celi¢nega naboja v vodnih raztopinah z razlicnimi vrednostmi pH ne spremenijo (Tazhibaeva
in sod., 2003).

5.1.2 SarZni in kontinuirni proces biotransformacije

V Sarznem eksperimentu smo potrdili hipotezo, da prisotnost nanodelcev ne bo vplivala na
katalitsko aktivnost celic S. cerevisiae. Rezultati po obdelavi z nanodelci niso statisti¢no
odstopali od tistih, Kjer je biotransformacija potekala brez njihove prisotnosti, konverzije so
po 6 min v obeh primerih dosegle okrog 60 %. Slika 15 prikazuje grafikon povecevanja
konverzije z daljSanjem zadrzevalnih Casov in skladnost rezultatov postopka z in brez
vkljucenih nanodelcev.

Procesne parametre je bilo v kontinuirnem sistemu enostavno nadzirati. VV mikroreaktorskem
smo se tudi izognili centrifugiranju vzorca in odstranjevanju permeabilizacijskega agensa v
Sarznem sistemu, ki prispeva k ¢asu delovanja na celice. Ker je inkubacijski ¢as zadrZzevanja
celic v detergentu klju¢nega pomena za ohranjanje encima v celicah in s tem uspeh
biotransformacije, je to velika prednost mikroreaktorskega sistema. S spreminjanjem
pretokov in s tem zadrzevalnih Casov detergenta v reaktorju s celicami in kasnejSim
spiranjem z vodo je bilo mogoce dolociti ¢as permeabilizacije do sekunde natancno.

V mikroreaktorju z magnetno imobiliziranimi kvasovkami, je bila koncentracija celic v
delovnem volumnu reaktorja okrog 2,07+ 10°celic mL™, kar je skoraj sedem krat toliko, kot
v primerljivem poskusu s kvasovkami S. cerevisiae, kovalentno imobiliziranimi v PFA
mikrokanal, obdelan s postopkom silanizacije, na osnovi premreZenja z glutaraldehidom
(Stojkovi¢ in Znidar§i¢ Plazl, 2012). Najvisja doseZena konverzija v pretoénem sistemu je
bila 78 % (Slika 16), kar je blizu ravnotezne konverzije (80 %), doseZene po ¢asu 25 min pri
isti vstopni koncentraciji substrata v predhodni Studiji s celicami v PFA mikrokanalu
(Stojkovi¢ in Znidarsi¢ Plazl, 2012). Toliksno konverzijo smo v mikroreaktorskem
pretocnem sistemu dosegli pri koncentraciji fumarne kisline ImM v fosfatno citratnem pufru
s pH 7 in pri zadrZevalnem &asu 5 min. Stojkovi¢ in Znidargi¢ Plazl (2012) sta v $arznem
sistemu plato konverzije dosegla $ele po prete¢enem pet krat tolik§nem zadrzevalnem Casu.

V primerjavi s poskusom silanizacije povrsine in kovalentnim pripetjem celic na stene
mikrokanala (Stojkovi€ in Plazl, 2012) je produktivnost na suho maso celic v naSem poskusu
skoraj 7-krat toliksna, kot je navedena v njihovem eksperimentu. Volumetri¢na
produktivnost se je v primerjavi s 616 mM dan™ pri kovalentno imobiliziranih celicah
(Stojkovi€ in Plazl, 2012) v naSem poskusu magnetno imobiliziranih celic zviSala na 900
mM dan . Z imobilizacijo z magnetnimi nanodelci smo dosegli razporeditev celic po
celotnem kanalu in ne le na povrsini cevke, kar se da enakomerna porazdelitev magnetnega
polja pa zmanjsa tvorbo skupkov na predelih poviSanega magnetizma. Pri tem je poraba tako
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Casa kakor kemikalij izredno nizka. Stevilo celic pri imobilizaciji s silanizacijo v
mikrokanalu je bila 8 - 10° celic mL? v 24,5 pL delovnega volumna, medtem ko je bilo v
nasem poskusu v volumnu 9,81 pL imobiliziranih 2 - 107 celic kvasovk (Stojkovi¢ in
Znidari¢ Plazl, 2012).

Imobilizacija celic z izkoriS€anjem magnetizma se je pokazala za izredno ucinkovito in
obenem preprosto tehniko. Postopek ne terja porabe dragih kemikalij in dolgih inkubacijskih
casov, med tem ko so rezultati boljsi od mnogih drugih tehnik. Pri tem sta bile tako
produktivnost na suho maso katalizatorja, kakor tudi volumetri¢na produktivnost obcutno
vi§ji, kot v poskusu s silanizacijo povrsine in kovalentnim pripetjem celic.

V mikrofluidnem sistemu je enostavno hitro in natan¢no spreminjati procesne Pogoje.
Taksni sistemi so zato zanimivi za razvoj in optimizacijo procesov in bi jih bilo smiselno
vpeljati tudi v industrijske razvojne oddelke.

Imobilizacija z izkoriS§¢anjem magnetizma je enostavna metodo imobilizacije kvasovk S.
cerevisiae znotraj PFA mikroreaktorja. Ceprav podrobna $tudija ekonomskega vidika
predstavljene metode ni bila opravljena, kombinacija poceni nanodelcev, majhne porabe
energentov in vlozenega Casa nakazuje smotrnost razvoja tovrstnega sistema.

Pri tem je smiselno poudariti $iroko aplikativnost uporabe magnetnih nanodelcev v razli¢ne
veje kemijskih, biokemijskih in bioloSkih znanosti. Edinstvena lastnost nanodelcev, da se
odzivajo na prisotnost magnetnega polja, omogoca razvoj razli¢nih medicinskih aplikacij,
med katere sodijo dostava zdravil, bioseparacije, vklju¢no z lo¢evanjem celic, slikanje z
magnetno resonanco, , itd. Ob tem je pomembno, da magnetni nanodelci veljajo za
biokompatibilne in netoksi¢ne. Enostavna in hitra imobilizacija tako celotnih celic, kakor
tudi posameznih proteinov s pomoc¢jo magnetnih nanodelcev, nudi moznosti izboljsave
danes znanih postopkov, kot na primer encimska imunoadsorbcijska preiskava (ELISA), ki
sodi med ene pogostejsih tehnik tako v medicinskih, kakor tudi razli¢nih drugih biokemijskih
laboratorijih. Na ta nacin bi bilo mogoce s poenostavitvijo imobilizacije protiteles na notranji
povrsini mikrokanala obCutno zmanjsati ¢as, potreben za izvedbo analize.

5.2 SKLEPI

— Imobilizacija celic z izkoris¢anjem magnetnega polja je bila uspeSna, saj smo v
mikrokanalu uspeli zadrzati do 99 % vseh injiciranih celic. Metoda je enostavna in
zahteva nizjo porabo, tako Casa kakor reagentov Vv primerjavi z ostalimi metodami
imobilizacije celic v mikrokanalu.

— Z magnetnim poljem lahko dosezemo imobilizacijo celic po celotnem volumnu in ne le
na notranjih stenah mikrokanala.

— Magnetni nanodelci po do zdaj pridobljenih rezultatih ne penetrirajo v notranjost celic
kvasovk, ampak se zadrzijo na njihovi povrsini.
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— Predhodna izpostavitev celic kvasovk magnetnim nanodelcem ne vpliva na njihovo
sposobnost biotransformacije fumarne kisline v L-jabol¢no kislino.
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6 POVZETEK

V diplomskem delu smo izvedli biotransformacijo fumarne kisline v L-jabol¢no kislino v
mikrobioreaktorju. L-jabol¢na kislina je organska Kislina, ki ponuja $irok spekter uporabe,
saj je pomembna tako v zivilski, kakor tudi farmacevtski industriji in medicini. Sodi na tretje
mesto najbolj pogosto uporabljenih snovi za uravnavanje kislosti. Njena sinteza v industriji
trenutno poteka iz maleinske in fumarne kisline, katere v vecih korakih pridobivajo iz nafte.

Biotehnologija ponuja alternativo taksni metodi, ki temelji na izkori$¢anju encima fumaraze
za biotransformacijo fumarne v L-jabol¢no kislino. Reakcijo smo izvedli s pomocjo
imobiliziranih celic Saccharomyces cerevisiae v kontinuirno delujocem mikroreaktorskem
sistemu in s tem pokazali, da je na ta nain mogoCe postaviti enostaven sistem za
pridobivanje L-jabol¢ne kisline, ki omogoca visoke izkoristke, obenem pa ne zahteva dragih
postopkov ¢is¢enja. Za izvedbo biotransformacije v preto¢nem sistemu smo izkoristili
magnetno silo, s katero smo znotraj mikrokanala imobilizirali z magnetnimi nanodelci
obdane celice Saccharomyces cerevisiae.

Visoko razmerje med povrSino in volumnom, laminarni tok teko€in in povecanje
zmogljivosti s povecanjem Stevila osnovnih enot, predstavljajo bistveno razliko med
konvencionalno in mikrofluidno tehnologijo. Zaradi enostavne kontrole procesnih
parametrov so mikroreaktorji odli¢no orodje za optimizacijo procesov, njihova uporaba pa
je smiselna tudi na industrijski ravni, kadar imamo opravka s snovmi z visoko dodano
vrednostjo, ali kadar so v procesu prisotni vnetljivi, toksi¢ni ali eksplozivni materiali.

Pri proucitvi razli¢nih vzorcev CoFe204 in FesO4 delcev, smo ugotovili, da so delci Fe3Oa
omogocali vi§je odstotke imobiliziranih celic, zato smo se odlo¢ili, da bomo v nadaljnjih
poskusih uporabljali slednje. Z mikroskopskim pregledom vzorca celic, ki so bile predhodno
tretirane z nanodelci, smo potrdili domnevo, da se delci zadrZzujejo na povrsini celic in vsaj
v vec€ji meri ne penetrirajo v notranjost celic. Po proucitvi razli¢nih pogojev, smo ugotovili,
da je najprimernejSi Cas inkubacije celic in nanodelcev, preden vzorec injiciramo Vv
mikrokanal, 15 minut. Ker pH imobilizacijskega medija v naSih poskusih ni pokazal
znalilnih razlik v rezultatih uspesnosti imobilizacije, smo se odloc¢ili za uporabo citratno
fosfatnega pufra s pH vrednostjo 7. Izvedli smo Sarzni proces v centrifugirki in kontinuirni
proces v mikroreaktorju. Ugotovili smo, da prisotnost nanodelcev na celicah ni statisti¢no
znalilno vplivala na njihovo aktivnost, saj rezultati niso statisticno znacilno odstopali.
Magnetno silo smo vzpostavili s priblizanjem dvajsetih neodimskih magnetov (volumen
vsakega je bil 96 mm?) mikrokanalu. Za tem smo prouéili vpliv razli¢nih zadrzevalnih asov
na uspesnost biotransformacije, ki smo jo preverili z analizo izhodnega vzorca na HPLC
aparaturi.

Pri primerjavi izraCunanih konverzij v meSalnem in pretonem sistemu smo ugotovili, da
smo Vv preto¢nem sistemu uspeli dosec¢i do 10 % vi§je konverzije pri krajsih zadrzevalnih
¢asih. Koncentracija celic v meSalnem sistemu je bila sicer 5 - 108 celic mL™%, v mikrokanalu
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pa 2,04 - 10° celic mL. Produktivnost na maso katalizatorja pri 60 % konverziji je bila v
mesalnem sistemu 26 mmol mgceiic dan™ in v pretoénem sistemu 80 mmol mgceiic dan™.

Ce povezemo predstavljene rezultate, porabo &asa in sredstev, je nase raziskovalno delo
nedvomno potrdilo smotrnost razvoja tovrstnega procesa. Opisana metoda imobilizacije bi
bila lahko osnova za mnoge aplikacije, saj so konvencionalne metode praviloma veliko bolj
zamudne in drazje. Metoda je po dosedanjih raziskavah neinvazivna in ne vpliva na zivost
in aktivnost celic. Ob enem so bile jasno vidne tudi prednosti mikrofluidike, med katere
sodijo enostavno spreminjanje procesnih parametrov in visoki izkoristki.
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PRILOGA A

Umeritvena krivulja: Koncentracija fumarne kisline v 0,1 M citratno fosfatnem pufru pH
vrednosti 7 v odvisnosti od povrsine vrha pri HPLC analizi.

Koncentracija fumarne kisline [mM]
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PRILOGA B

Umeritvena krivulja: Koncentracija jabol¢ne kisline v 0,1 M citratno fosfatnem pufru pH
vrednosti 7 v odvisnosti od povrsine vrha pri HPLC analizi.

y = 6E-06x
5 .
R?=0,9995

Koncentracija jabol¢ne kisline [mM]
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