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PREDGOVOR

V' proizvodnji Zivil in zdravil predstavljajo biotehnologije danes glavnino tehnoloskih
posegov. Ceprav se naivno zdi, da nekateri procesi ne sodijo na podrocje biotehnologije,
saj jih ¢lovek pozna Ze tisocletja, si moramo priznati, da jih moramo obvladovati prav v
tem okviru. Med tradicionalnimi in sodobnimi biotehnoloskimi postopki, bioprocesno
gledano, ni velikih razlik. To je vcasih razumljeno drugace, kar vnasSa na to podrocje
nemir. Treba je poudariti, da obvladovanje biotehnoloSkih procesov narekuje uporabo
izredno zahtevne in kompleksne strojne opreme ter usklajen tim sodelavcev, ki
obvladujejo bioproces.

Resda je v proizvodnji Zivil Se vedno glavnina anaerobnih bioprocesov, kljub temu pa
so aerobni bioprocesi nepogresljivi, zlasti v proizvodnji starterskih kultur, kamor sodi
tisoCe ton pekovskega kvasa, Ce ilustriramo samo z enim proizvodom in se ne spus¢amo v
nastevanje Stevilnih aditivov ter procesnih dodatkov, brez katerih bi danes Zivilska
industrija ostajala pri proizvodnji tradicionalnih proizvodov.

Praktikum Osnove biotehnologij tako ponuja samo izbor osnovnih bioprocesov, ki so
nujni za ucinkovito obvladovanje biotehnoloske proizvodnje. Student/studentka se
seznani z bioprocesom z enkratnim polnjenjem (zaprt) ter bioprocesom z neprestanim
polnjenjem in praznjenjem (odprt), bioprocesom v tekolem in na trdnem gojiscu.
Bioprocesi so opisani tako prakticno kot tudi matemati¢cno in omogocajo
Studentu/studentki pregled nad osnovnimi orodji, ki so pomembna za njihovo izvedbo.

Praktikum je zastavljen tako, da teoretiCni razlagi sledi pojasnitev poskusa, ki bo
dokazal uporabnost takega bioprocesa. Na tak nacin se seznanimo z vsemi potrebnimi
elementi aparatur in z njihovo prakticno uporabnostjo v biotehnoloskih aplikacijah. Podani
so tudi izbrani izrauni in naloge, ki pomagajo, da student/studentka vzpostavi kriti¢en
stik z znanjem in spretnostmi, ki so potrebne za obvladovanje bioprocesov.

Avtorja

V Ljubljani, julij 2010
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1 PROIZVODNIJA KVASNE BIOMASE

1.1 Teoreticne osnove

Mikrobna biomasa oziroma biomasa mikrobioloSkega izvora je organski bioloski material
enoceli¢nih mikroorganizmov (bakterije, kvasovke, plesni, alge). To so tiste mikrobne
celice, ki so se sposobne deliti in rasti v doloCenih razmerah v svojem okolju. Z rastjo in
razmnozevanjem se spreminja njihova aktivnost in povecuje celotna celicna masa
mikrobne kulture. Mikrobno biomaso na osnovi njene aktivnosti lahko razdelimo na
aktivno in neaktivno. V aktivno mikrobno biomaso sodijo razlicne starterske kulture (tudi
pekovski kvas), nitrifikacijske bakterije, bioinsekticidi. Zanjo je znacilno, da je encimsko
(popolnoma ali omejeno) in reprodukcijsko (popolnoma ali omejeno) aktivna. Neaktivna
biomasa se nanasa na celi¢ni material razlicnih mikroorganizmov, ki jih gojimo predvsem
zaradi visoke vsebnosti proteinov za krmo ali hrano.

Kvas so za pripravo kruha pred 5000 leti uporabljali ze stari Egipcani. Danes se kvasovke
uporabljajo v tradicionalnih vejah Zivilske industrije (pekarstvo, proizvodnja alkoholnih
pijac), za proizvodnjo etanola kot energetskega vira (bioetanol), vse bolj pa se
uveljavljajo tudi kot gostiteljski organizmi za vnos tujega genetskega materiala z
namenom pridobivanja razlicnih celicnih sestavin in produktov (encimi, barvila,
protitelesa, proteini itd.).

Slika 1. Kvasovke Saccharomyces cerevisiae a) razmaz na povrSini agarja (Connecticut Valley Biological
Supply Company, 2009) in b) mikrografija (Pas, 2000)

Proizvodnja pekovskega kvasa s kvasovko Saccharomyces cerevisiae sodi med
najstarejSe vodene bioprocese.

V principu bioproces definiramo kot sterilizacijo in polnjenje bioreaktorskega sistema,
inokulacijo, vodenje bioprocesa, ki mu sledi praznjenje, CiS¢enje ter priprava za naslednjo
polnitev.

Bioproces se prakti¢no zacne z inokulacijo. Inokulum/vcepek asepti¢no dodamo v gojisce,
¢emur sledi rast in razmnozevanje kulture. Inokulum predstavlja homogeno kulturo
izbranih mikrogranizmov v odgovarjajocCi koli¢ini, da zagotovi hitro namnozevanje in
prevlado v bioreaktorju. Proizvodnja pekovskega kvasa je zgodovinsko potekala kot
bioproces z enkratnim polnjenjem (Sarzni, zaprt, batch). Bioproces z enkratnim
polnjenjem je definiran kot proces, v katerem inokulum vnesemo v sterilizirano gojisce in
med potekom ne dodajamo substratov za rast, pri ¢emer kisik ni obravnavan kot
substrat. Po letu 1916 pa so uvedli dohranjevanje s substratom (polzaprti, »zu-lauf,
»fed-batch«), kar je pomenilo zacetek nove tehnologije kultivacije z vecjimi izkoristki,
produktivnostjo in boljSo kakovostjo koncnega proizvoda. Z uporabo bioprocesa z




dohranjevanjem se namrecC izognemo negativhemu ucinku visoke vsebnosti sladkorja v
gojis€u in posledi¢no nastanku etanola (Crabtree efekt), ki pri proizvodnji biomase mocno
zmanjsa izkoristek.

Pekovski kvas proizvajamo v tekoCem gojiscu, to je tako imenovana submerzna
kultivacija, ki je najlaze vodljiv nacin izvedbe bioprocesa. V submerznem bioreaktorju so
razmere najblizje homogenim. S staliS¢a vodenja bioprocesa je pomembno, da znamo
kljuéne bioprocesne spremenljivke meriti, saj na osnovi tega lahko nadziramo bioproces
na nacin, ki omogoca doseganje maksimalne produktivnosti. Temu cilju so podrejeni tako
sestava gojisca kot bioprocesni parametri.

Zahtevam za optimalno vodenje bioprocesa najlaze zadostimo, Ce izvajamo gojenje v
bioreaktorju. Bioreaktorska posoda je navadno opremljena z mesSalom, s sistemom za
regulacijo temperature in vnosa zraka ter s senzorji, ki omogocajo sprotne meritve
klju¢nih biotehnoloskih spremenljivk, kot so pH, pO,, temperatura in opticna gostota. Vse
skupaj imenujemo bioreaktorski sistem. Preostale bioprocesne parametre navadno
merimo »off-line«, kar pomeni, da odvzamemo reprezentativni vzorec bioprocesne brozge
(tj. suspenzija celic, njihovih metabolnih produktov in preostanek hranilnih snovi v vodi)
in ga analiziramo z razlicnimi metodami.

Zaradi hitrejSe rasti, ki se odrazi v visoki koncentraciji biomase in posledicno mnogo vedji
produktivnosti, kot jo dosezemo v anaerobnem bioprocesu (pri katerem se tvori etanol),
je proizvodnja kvasne biomase aeroben bioproces, v katerem se sladkor (glukoza)
pretvori do naslednjih kon¢nih produktov po tej poenostavljeni reakciji:

C6H1206 + 602 g 6C02 + 6H20 + 38 ATP

Da bi zagotovili zadostno raztapljanje kisika v mediju, v katerem gojimo kvasovke, in
tako zadostili potrebam delovne biokulture po kisiku, je potrebno prepihovanje z zrakom,
hkrati pa tudi meSanje. Nacini zagotavljanja zadostne kolicine kisika biokulturi in tezave,
ki pri tem nastopajo, kakor tudi druge zakonitosti raztapljanja kisika v bioprocesnih
brozgah, so opisani v vaji Prenos kisika — dolocitev k. a.

Hitrost rasti mikroorganizmov lahko opiSemo s kineti¢no enacbo 1. reda:

_dx

= — = u X 1
X dt 2 (1)

pri Eemer je ry oziroma Ccli_); hitrost rasti (kg-m3-h'), X koncentracija biomase (kg-m™), u

pa specifi¢cna hitrost rasti glede na biomaso (h'). Specifi¢na hitrost rasti je lastnost
mikroorganizma, vezana na njegovo dedno zasnovo in odvisna od razmer v okolju, v
katerem mikroorganizem raste. Maksimalno specifi¢cno hitrost rasti lahko doseze le v
optimalnih razmerah med gojenjem.

Ker so v bioprocesu z enkratnim polnjenjem nestacionarne razmere za rast, kar pomeni,
da se okolje med bioprocesom spreminja, dobimo znacilno rastno krivuljo
mikroorganizmov, sestavljeno iz vec¢ faz rasti (na sliki 2 ni prikazana faza odmiranja).
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Slika 2. Primer rastne krivulje kvasovke Saccharomyces cerevisiae kultivirane v tekoéem kemijsko

definiranem gojis€u v bioprocesu z enkratnim polnjenjem (prirejeno po Pas s sod., 2007)

Specifi¢na hitrost rasti (x) se spreminja glede na fazo rasti:

Faza prilagajanja (lag faza): takoj po inokulaciji se giblje vrednost x okoli ni¢. Celice
se v tej fazi prilagajajo novemu okolju s sintetiziranjem encimov ali sestavnih delov
celic, medtem ko ostaja njihovo Stevilo konstantno. Dolzina te faze je odvisna od
fizioloskega stanja celic v vcepku (inokulumu) in sprememb glede na predhodno
gojenje (sestava gojis¢a, temperatura itd.).

Faza pospeSene rasti: koncentracija biomase zacne narascati, celice se zacnejo
intenzivno razmnozevati (u < timax)-

Eksponentna faza rasti: mikroorganizmi se razmnoZzujejo s konstantno maksimalno
specificno hitrostjo rasti (¢ = wmax) in koncentracija biomase (celic) s casom
eksponentno narasc¢a. Celice vzdrzujejo konstantno sestavo s prilagajanjem
metabolizma okolju, rast je uravnoteZzena (»balanced growth«). Po integriranju pri
zaCetnem pogoju t = 0, X = X,, dobimo v takem primeru iz enacbe (1) naslednji izraz:

InNn X =1In Xo + timax-t (2)
oziroma
X = Xp e#maxt (3)

Cas, ki je potreben za podvojitev koncentracije celic med eksponentno fazo rasti,
imenujemo c¢as podvojevanja ali tudi delitveni oziroma generacijski ¢as (t4). Ce v izraz
(2) vnesemo X = 2-X,, lahko generacijski ¢as izracunamo kot:

In2
,umax

td=

(4)

Parametra umax in ty sta pomembna za opisovanje eksponentne rasti
mikroorganizmov. umax j€ v optimalnih razmerah med kultivacijo za vsak organizem
specificna lastnost in je gensko opredeljena.

Faza pojemajoce rasti: zaradi izrabe hranil in/ali nakopic¢enja metabolitov, ki zavirajo
rast, se rast upocasni (u < umax). Monod je leta 1942 postavil model, ki je temeljil na



empiricnih opazanjih, da se specificna hitrost rasti biomase (x) pri majhnih
koncentracijah limitnega substrata (S) zmanjsa. To zakonitost je matematicno opisal z
izrazom:

/ max'
= <= 5
H Ks+S (3)

katerega graf je prikazan na sliki 3.

1,0 —Fmax

Ks=01kg m*

00 ;
0 2 4 6 8 10

S (kgm?)
Slika 3. Grafi¢ni prikaz Monodovega modela rasti mikroorganizmov (prirejeno po Znidarsi¢ in Pavko, 2002)

Ks (kg:m3) v enalbi (5) je konstanta nasi¢enja za celoten proces rasti, empiri¢no
dolo¢ena vrednost, ki pomeni tisto koncentracijo limitnega substrata, pri kateri je
specifina hitrost rasti enaka polovici maksimalne specifi¢ne hitrosti rasti (umax). Ks za
S. cerevisiae in glukozo kot limitni substrat je 0,025 kg-m™.

- Stacionarna faza rasti: koncentracija biomase je konstantna, saj se mikroorganizmi
zaradi pomanjkanja hranilnih snovi (predvsem vira energije), lahko tudi kisika ali
nakopiCenja zaviralnih metabolitov, ne morejo vel razmnozevati. Mikrobne celice
ostanejo zive zaradi ohranitvenega metabolizma na racun rezervnih snovi, rast in
razmnozevanje pa se ustavi, torej je x = 0.

- Faza odmiranja: vedno vec celic odmre ali razpade (liza celic), kar zaznamo kot
padanje koncentracije celic in zapiSemo kot:

dax
N = —BX (6)

pri ¢emer je g specifitna hitrost odmiranja (h™'), znadilna za vsako vrsto v danem
ekoloskem sistemu.

Pri ovrednotenju hitrosti porabe substrata (rs) moramo upostevati porabo substrata za
rast in razmnozZevanje mikroorganizmov in porabo substrata za vzdrZzevanje procesov v
celicah. Tako dobimo naslednji izraz:
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rs = ————mgX (7)
Yxs

pri ¢emer je Yys_izkoristek, ki pomeni razmerje med proizvedeno biomaso in porabljenim

substratom v istem cdasu (-Yxs = %), ms pa koeficient vzdrzevanja

ds

(kgsubstrata'kgbiomase-1 'h-l)-
V eksponentni fazi rasti lahko predpostavimo, da je Yxs konstanten, v realnih bioprocesih
pa je moc¢no odvisen od obratovalnih razmer in se med bioprocesom spreminja.

Produktivnost bioprocesa (P) je definirana kot masa nastalega produkta (na primer
biomase - Py) v volumnu bioprocesne brozge skozi celoten bioproces (kg-m3-h™):

Px = — (8)

pri cemer je t Cas trajanja bioprocesa.

Ce v enacbi (8) upostevamo $e Cas, ki je potreben za pripravo (sterilizacija, umerjanje
senzorjev ipd.) - t; in za pobiranje pridelka - t,, lahko izraCunamo tako imenovano
produktivhost sistema (Pxsistema):

Po = _AX 9
Xsistema f1 +f+f2
1.2 Naloga
Prireditev laboratorijskega bioreaktorskega sistema za aerobni tip kultivacije. Priprava
sestavljenega gojis¢a in inokuluma Cciste kulture Saccharomyces cerevisiae. Inokulacija
gojisCa in proizvodnja kvasne biomase. Spremljanje bioprocesa z merjenjem opti¢ne

gostote bioprocesne brozge, vrednosti pH, doloCanjem preostalega izvora ogljika v brozgi,
ovrednotenjem vsebnosti nastalega etanola po kon¢anem bioprocesu.

1.3 Potreben material
1.3.1 Kultura

Cista kultura kvasovk Saccharomyces cerevisiae.

1.3.2 Gojisca

11



Kompleksno sinteti¢no gojise za izvedbo bioprocesov proizvodnje kvasne biomase
vsebuje razlicne koli¢ine saharoze - vira C (sestava gojiS¢ je podana v prilogi 2.1).
Sterilizacija gojis¢ je potekala 20 min v avtoklavu pri 121 °C in tlaku 1,2 bar.

1.3.3 Aparature in oprema

1.3.3.1 Bioreaktorski sistem

Laboratorijski bioreaktorski sistem prikazuje slika 4. Posamezni sestavni deli so bili
sterilizirani v avtoklavu (121 °C, 20 min).

Slika 4. Laboratorijski bioreaktorski sistem: A - bioreaktorska posoda, B - vlazilnik zraka, C - filter za
sterilizacijo zraka, D - razprsilnik zraka (frita), E - vhod zraka, F - izhod zraka, G - odvzem vzorca
(prirejeno po Raspor in Smole-Mozina, 1993)

1.3.3.2 Druga oprema:

- centrifuga

- termoblok

- refraktometer

-  HPLC

- spektrofotometer

-  pH-meter

- mikroskop

- Burker-Tlrkova Stevna ploscica
- rotameter

- laboratorijska steklovina

1.3.4 Kemikalije (reagenti):
- fizioloSka raztopina (0,9 M vodna raztopina NaCl)
- silikonski protipenilec

- DNS-reagent
1.4 Potek vaje

12



1.4.1 Priprava inokuluma

Inokulum predstavlja suspenzija kvasovk Saccharomyces cerevisiae v fizioloski raztopini.
Z neposrednim Stetjem pod mikroskopom s pomocjo Burker-Turkovih Stevnih ploscic
(slika 5) doloc¢imo koncentracijo kvasnih celic v suspenziji (inokulumu). Pred nanosom na
Stevno ploscico inokulum razredc¢imo, tako da je v stevnhem polju priblizno 20 celic. Za
red¢enje uporabimo metodo po Kochu, pri kateri prenesemo 1 ml homogene izvorne
kulture v 9 ml destilirane vode, homogeniziramo in postopek ponavljamo do primerne
gostote celic v suspenziji.

Slika 5. Blrker-Turkova Stevna ploscica (Brand on line catalogue, 2008)

Na Blrker-Tirkovi Stevni ploscici je vgravirana mreza, sestavljena iz 9 velikih kvadratov -
povrdina vsakega od njih je 1 mm?. Veliki kvadrati so razdeljeni na 16 manjsih, katerih
stranice so dolge 0,2 mm. V sredini Stevne ploscice je vsak takSen kvadrat (s stranico 0,2
mm) razdeljen Se na 16 manjSih kvadratov - stranice teh najmanjsih kvadratov merijo
0,05 mm (njihova povrsina je 0,0025 mm?). ViSina prostora med 3Stevno ploscico
(objektnim stekelcem) in krovnim stekelcem je 0,1 mm.

Iz koncentracije kvasovk v inokulumu izraCcunamo potreben volumen inokuluma, da bo
zacdetna koncentracija celic v gojis¢u takoj po inokulaciji 1-10° celic-ml™®.

1.4.2 Priprava bioreaktorskega sistema in zagon bioprocesa (inokulacija)

Sestavimo posamezne sestavne dele |aboratorijskega staticnega kolonskega
bioreaktorskega sistema, kot prikazuje slika 4. V bioreaktorsko posodo (A) asepti¢no
prenesemo 1000 ml sterilnega gojis¢a, mu dodamo kapljico silikonskega protipenilca in ga
inokuliramo z izraCunanim volumnom inokuluma (to¢ka 1.4.1).

Sestavljen in napolnjen bioreaktorski sistem prenesemo v komoro, v kateri bo potekal
bioproces. Temperaturo termostata uravnamo na 28°C. Z rotametrom uravnamo pretok
zraka za aeracijo na 1 I'min?, kar ustreza 1 vvm (vvm = volumen zraka na volumen
gojis¢a na minuto), ter ga poveZzemo z bioreaktorskim sistemom.
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1.4.3 Nadzor (spremljanje) bioprocesa

Dogajanje v bioreaktorju med bioprocesom spremljamo »off-line«, tako da v dolocenih
casovnih odsekih jemljemo vzorce bioprocesne brozge in jih zamrznemo do analiz (T = -
18 °C).

1.4.4 Analize vzorcev

Vzorce odmrznemo in jih premesamo.

1.4.4.1 Merjenje vrednosti pH

S predhodno umerjenim pH-metrom izmerimo vrednost pH v vzorcih tako, da elektrodo
potopimo v vzorec in odc¢itamo vrednost pH.

1.4.4.2 Dolocanje koncentracije kvasnih celic

Pripravimo umeritveno krivuljo log N v odvisnosti od Teso (%). Iz suspenzije kvasovk v
fizioloski raztopini (inokulum) pripravimo taksne redcitve, da je propustnost svetlobe
(transmitanca) pri valovni dolzini 650 nm v merilnem obmodju spektrofotometra
(Teso = 10-90 %). V istih vzorcih s Stetjem pod mikroskopom dolo¢imo koncentracijo celic
N (celic-ml™).

Za dolocitev koncentracije kvasnih celic v vzorcih bioprocesne brozge te najprej
razred¢imo po Kochu, tako da je izmerjena Tgso v merilnem obmodju instrumenta, nato pa
s pomocjo enacbe umeritvene krivulje dolo¢imo koncentracijo celic v vzorcih.

1.4.4.3 Dolocanje skupnih reducirajocih sladkorjev

Glukozo kot vir ogljika in energije v vzorcih bioprocesne brozge spremljamo z metodo za
dolocevanje reducirajoCih sladkorjev, ki temelji na barvni reakciji med reducirajoco
skupino pri sladkorjih in dinitrosalicilno kislino v alkalnem mediju. Taksni sladkorji v
alkalni raztopini reducirajo rumeno 3,5-dinitrosalicilno kislino (DNS) v oranzno 3-amino-
5-nitrosalicilno kislino. Kemizem reakcije je zapleten, zato standardna krivulja ne gre
vedno skozi izhodis¢e. Prav tako razlicni sladkorji dajejo razlicno intenzivne barvne
odtenke, zato metoda ni primerna za dolo¢anje kompleksnih mesSanic reducirajocih
sladkorjev. (Plummer, 1987)

2 ml vzorca 5 min centrifugiramo pri 4000 min™'. Supernatant ustrezno razred¢imo, tako
da je vsebnost glukoze pod 0,3 g-I"* (1:100 oziroma 1:1000). K 3 ml razred&enega vzorca
dodamo 1 ml DNS-reagenta in 5 minut inkubiramo pri 100 °C. Ohladimo v ledeni kopeli
na sobno temperaturo in izmerimo absorbanco pri valovni dolzini 540 nm proti slepemu
vzorcu. Vzporedno z vzorcem pripravimo slepi vzorec, pri ¢emer namesto vzorca
uporabimo 3 ml destilirane vode.

Za umeritveno krivuljo pripravimo raztopine glukoze razli¢nih koncentracij (0-0,3 g-I'),
izvedemo reakcijo po zgoraj opisanem postopku in izmerimo absorbanco pri 540 nm proti
slepemu vzorcu.

Iz umeritvene krivulje in ob upostevanju redcCenja izracunamo vsebnost glukoze v vzorcih.
1.4.4.4 Dolocanje koncentracije etanola
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Koncentracijo etanola v brozgi po konanem bioprocesu dolo¢imo s tekocinsko
kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). 2 ml bioprocesne brozge centrifugiramo v
Eppendorferjevih centrifugirkah 5 min pri 12000 min™l. Nato supernatant $e prefiltriramo
skozi filter z velikostjo por 0,2 ym, da odstranimo manjse delce, ki bi lahko vplivali na
analizo. Po primerjavi kromatogramov standardnih raztopin etanola in kromatogramov
vzorcev izracunamo koncentracijo etanola v bioprocesni brozgi.

1.5 Meritve, izracuni in rezultati
1.5.1 Meritve

Tabelari¢ni prikazi:

- umeritvena krivulja (Tgso, log N)

- umeritvena krivulja (Cgiukoze, Asao)

- v vzorcih izmerjene vrednosti pH, Teso, Asao

1.5.2 Izracuni:

- koncentracija kvasnih celic v inokulumu (celic-ml™?)

- volumen inokuluma (ml)

- koncentracija etanola v brozgi ob koncu bioprocesa (iz kromatograma)

- primer izracuna N iz umeritvene krivulje odvisnosti log N od Tgs

- primer izracuna koncentracije reducirajoCih sladkorjev iz umeritvene krivulje Assy V
odvisnosti od Cgiykoze

- maksimalna specifi¢na hitrost rasti (umax) in generacijski Cas (t;) iz rastne krivulje

- izkoristki: Yxs (prakticen), Yewons (teoretiCen, prakticen, dejanski)

- produktivnosti bioprocesa: Px, Pgion

1.5.3 Predstavitev rezultatov

Tabelaricni prikazi:

- izraCunane vrednosti log N, N, In N in koncentracija reducirajocCih sladkorjev v vzorcih

Grafi¢ni prikazi:

- umeritvena krivulja odvisnosti log N od Tgsg

- umeritvena krivulja odvisnosti Asso 0d Cgiukoze

- vrednost pH, In N, koncentracija reducirajocih sladkorjev v odvisnosti od ¢asa trajanja
bioprocesa

- odvisnost vsebnosti etanola v bioprocesnih brozgah od zacetne koncentracije glukoze
v gojiscih (rezultati vseh bioprocesov z razlicnimi gojisci)

2 PROIZVODNIJA AMILAZ S PLESNIJO Aspergillus oryzae
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2.1 TEORETICNE OSNOVE

Polisaharid skrob je mogoce naijti v Stevilnih rastlinah (denimo v koruzi, krompirju, rizu,
pSenici, rzu, kasavi) v obliki mikroskopsko majhnih Skrobnih zrnc in pomeni zalogo
energije, ki omogoca rast semena v novo rastlino. Skrobna molekula je homopolimer,
zgrajen le iz D-glukoznih enot, ki so med seboj povezane z a-1,4- in a-1,6-glikozidnimi
vezmi. Nerazvejen enoverizni polimer, sestavljen iz 500 do 2000 glukoznih podenot,
povezanih z a-1,4-glikozidnimi vezmi, je amiloza. Prisotnost a-1,6-glikozidnih vezi vodi do
nastanka razvejenega polimera glukoze, amilopektina (priblizno 1 razvejenje na 25
glukoznih enot). Razmerje med amilozo in amilopektinom je odvisno od vrste rastline,
vecina Skrobov pa vsebuje 15 do 30 % amiloze.

Da lahko izkoristimo Skrob kot vir ogljika in energije, se mora ta polimer med presnovo
najprej razgraditi do manjsih izkoristljivih sladkorjev - monosaharidov, disaharidov,
oligosaharidov. Prav to naredijo tudi mikroorganizmi, ki se »prehranjujejo« s Skrobom. Z
izloCanjem ekstracelularnih encimov v okolico celica razgradi substrat na komponente, ki
lahko vstopajo skozi celicho membrano v citosol in s tem v metabolizem (katabolizem)
celice. Biosinteza amiloliticnih encimov je torej neposredno povezana z rastjo
mikroorganizmov, zato pravimo, da so ti encimi primarni metaboliti. Tak nacin
prehranjevanja mikroorganizmov (predvsem plesni in bakterij) lahko izkoristimo za
proizvodnjo encimov (denimo amilaz, proteaz, celulaz) v industrijskem merilu. Vrsta in
koli¢ina sintetiziranih ekstracelularnih encimov je odvisna od vrste mikroorganizma,
substrata ter nacina kultivacije.

Stevilni mikroorganizmi sintetizirajo ekstracelularne hidrolaze (amilaze), ki omogocajo
razgradnjo skroba. Glede na vez, ki jo cepijo, delimo amilaze na a-1,4-glukanaze in o-
1,6-glukanaze. Endoglukanaze cepijo vezi v notranjosti Skrobne molekule, eksoglukanaze
pa z nereducirajotega konca verige. Produkti razgradnje Skroba z amilazami so tako
dekstrini, maltoza in glukoza. Med najpogostejSe ekstracelularne mikrobne amilaze sodijo
a-amilaze in glukoamilaze (amiloglukozidaze).

o-amilaze so a-1,4-endoglukanaze, ki bodisi zmanjsajo viskoznost Skroba (utekocinjenje),
pri C¢emer nastanejo oligosaharidi (dekstrini), bodisi povzrocijo nastanek vecjih
koncentracij mono- in disaharidov (saharifikacija). Bakterijske a-amilaze sodijo v prvo
skupino, a-amilaze gliv pa cepijo drugo glikozidno vez z nereducirajo¢ega konca ravne
verige in sprostijo maltozo.

Glukoamilaze (amiloglukozidaze) sproscajo glukozne ostanke z nereducirajocega konca
Skroba, dekstrinov ali maltoze s hidrolizo a-1,4-vezi. Imajo tudi Sibko a-1,6-hidrolizno
aktivnost (predvsem glukoamilaze plesni iz rodu Rhizopus), zato odcepljajo stranske
verige.

Slika 6 prikazuje delovanje razli¢nih amilaz na molekulo Skroba.
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Slika 6. Delovanje amilaz na molekulo Skroba (Ravi-Kumar in Umesh-Kumar, 2006)
AA - a-amilaze oziroma endo 1,4-a-D-glukan glukanohidrolaze; GA - glukoamilaze oziroma ekso 1,4-
a-D-glukan glukanohidrolaze; BA - B-amilaze oziroma ekso 1,4-a-D-glukan maltohidrolaze; PA -
pululanaze oziroma endo a-dekstrin 6-glukanohidrolaze; RE - reducirajo¢i konec; NRE -
nereducirajoci konec; F - a-1,6-glikozidna vez; G - a-1,4-glikozidna vez

Med plesnimi so najpomembnejsi proizvajalci ekstracelularnih encimov predstavniki rodov
Aspergillus, Rhizopus, Mucor in Trichoderma.

Ce imajo hrane v izobilju, hife gliv intenzivho rastejo in tvorijo nitasto strukturo,
imenovano micelij. Do spolne ali nespolne sporulacije pride zaradi spremenjenih razmer v
okolju, denimo pomanjkanja hranil. Spore imajo v zivljenju gliv dve glavni nalogi:
razSiritev na novo okolje ali prezivetje, dokler ne nastopijo ugodnejSe razmere. Nespolna
ali vegetativna sporulacija visjih gliv (kamor sodi tudi Aspergillus oryzae) je povezana s
tvorbo velikega stevila konidiospor ali konidijev, ki nastajajo na nosilcu, imenovanem
konidiofor. Spolni cikel je bolj kompleksen in vkljuuje nastanek spolnih spor z mejozo v
zaprtih plodis¢ih (velja za spolne oblike rodu Aspergillus).

Na sliki 7e so prikazani konidiji glive A. oryzae.
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Slika 7. Aspergillus oryzae; a, b - kolonije; ¢, d — konidiofori; e — konidiji (Samson s sod., 2000)

Bioproces proizvodnje amiloliticnin encimov lahko poteka v tekocCih substratih
(submerzno) ali na/v trdnih oziroma cvrstih (»solid«) substratih. Rast plesni in drugih
mikroorganizmov na/v trdnih substratih v odsotnosti proste, sorpcijsko nevezane vode
imenujemo s tujko solid state kultivacija ali tudi solid state fermentation (SSF).

Solid state kultivacija se uporablja Ze stoletja — prvi¢ je omenjena okoli 1000 let pr. n. st.
v povezavi s proizvodnjo sojine omake na Kitajskem (tako imenovana tehnologija koji),
medtem kot se v zahodnih drzavah tradicionalno uporablja pri proizvodnji plesnivih sirov,
za mlecnokislinsko fermentacijo in pri kompostiranju. Danes je poleg tega nacina mogoce
pridobiti Stevilne uporabne proizvode, kot so encimi, organske kisline, topila (etanol),
bioinsekticidi, polisaharidi, antibiotiki in Se mnogo drugih. Kljub temu pa ni mnogo velikih
podjetij, ki bi uporabljala to tehnologijo, saj gre za precej kompleksne sisteme, tako na
makro- kot na mikroravni, predvsem z vidika prenosa toplote in mase (kisika). S tem je
povezana velika poraba energije za odvajanje nastale toplote, mesanje, dovajanje kisika.
Poleg tega je tezavno tudi spremljanje in reguliranje bioprocesnih parametrov. Kljub temu
ima solid state kultivacija nekatere prednosti v primerjavi s submerznim nacinom
kultivacije: to so predvsem manjSa moznost kontaminacije substrata zaradi manjse
vsebnosti vode, manjsi delovni volumen za pretvorbo enake koli¢ine substrata in
posledi¢no veliki dobitki proizvodov na enoto volumna bioreaktorja, enostavnejsa priprava
gojisca itd.

Za solid state kultivacijo lahko uporabimo zelo enostavne bioreaktorje brez moznosti
uravnavanja bioprocesnih parametrov, denimo pladenjski in stolpni bioreaktor. V
racunalnisko vodenih bioreaktorjih pa lahko bioproces spremljamo in deloma tudi vodimo.
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Uporabljajo se razlicni mesSalni bioreaktorji, kot so horizontalni rotirajoc¢i ali mesalni
bioreaktor, vertikalni mesSalni bioreaktor, bioreaktor z lebdec¢im slojem, tracni bioreaktor,
cevni bioreaktor. S staliS¢a masne bilance so to navadno bioreaktorji z enkratnim
polnjenjem, redkeje z neprestanim polnjenjem in praznjenjem ali z dohranjevanjem.

2.2 Naloga

Prireditev laboratorijskega cevnega bioreaktorja za aerobni tip kultivacije na/v trdnem
gojisCu (solid state). Priprava trdnega gojis¢a in inokuluma Ciste kulture Aspergillus
oryzae. Proizvodnja ekstracelularnih amilaz s solid state kultivacijo plesni A. oryzae na/v
pSeni¢nih otrobih. Spremljanje bioprocesa z makroskopsko kontrolo rasti plesni in z
merjenjem amiloliti¢cne aktivnosti ter vrednosti pH.

2.3 Potreben material
2.3.1 Kultura

Cisto kulturo plesni A. oryzae inkubiramo 7 do 10 dni pri 28 °C na po$evnem agarju SAS
(tocka 2.3.2) v demetrijevi steklenic¢ki do zadostne sporulacije.

2.3.2 Gojisca

SAS (sladni agar z dodatkom &kroba - sestava gojis¢a je podana v prilogi 2.2) sluzi za
vzdrzevanje kulture plesni A. oryzae, za indukcijo sinteze amiloliticnih encimov in za
oblikovanje spor. Sterilizacija gojiS¢a je potekala 20 min v avtoklavu pri 121 °C in tlaku
1,2 bar.

Gojisce iz pSeni¢nih otrobov se uporablja za solid state kultivacijo. V ¢aSo zatehtamo 200
g navlazenih pSeni¢nih otrobov (1 kg pSeni¢nih otrobov, ki vsebujejo okoli 10 % vode,
navlazimo z 1,4 | destilirane vode). Sterilizacija gojiS¢a je potekala 20 min v avtoklavu pri
121 °Cin tlaku 1,2 bar.

2.3.3 Aparature in oprema

2.3.3.1 Bioreaktorski sistem

Laboratorijski stati¢ni kolonski bioreaktorski sistem je prikazan na sliki 8. Posamezni
sestavni deli so bili sterilizirani v avtoklavu (121 °C, 20 min).
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Slika 8. Laboratorijski stati¢ni kolonski bioreaktor (prirejeno po Raspor in Smole-Mozina, 1993)

2.3.3.2 Druga oprema:

- homogenizator ultra-turrax

- centrifuga

- vodna kopel

- ledena voda

- spektrofotometer

-  pH-meter

- mikroskop

- Burker-Tlrkova Stevna ploscica
- rotameter

- laboratorijska steklovina

2.3.4 Kemikalije (reagenti):

- fizioloSka raztopina (0,01 M Na-fosfatni pufer, pH = 5)
- Skrobovica (0,5 % raztopina Skroba v 0,04 M fosfatnem pufru, pH = 6)
- jodovica (8:10 M J, + KJ)

2.4 Potek vaje
2.4.1 Priprava inokuluma

Namnozeno kulturo A. oryzae aseptic¢no prelijemo s 30 ml fizioloSke raztopine, ki ji je bilo
dodanih nekaj kapljic Tweena za lazje dispergiranje hidrofobnih spor. S cepilno zanko
sprostimo spore v sterilno tekocino v demetrijevi steklenicki. Z neposrednim Stetjem pod
mikroskopom s pomocjo Birker-Tirkovih Stevnih ploscic (slika 5) dolo¢imo koncentracijo
spor v suspenziji (inokulumu). Pred nanosom na Stevno plosCico inokulum po potrebi
razred¢imo po Kochu.
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2.4.2 Priprava bioreaktorskega sistema in zagon bioprocesa (inokulacija)

Iz koncentracije spor v inokulumu izracunamo potreben volumen inokuluma, da bo
zaletna koncentracija spor v gojis¢u takoj po inokulaciji 1-10° spor-g. Izraunani
volumen inokuluma asepti¢no prenesemo v 200 g psenic¢nih otrobov in dobro premesamo,
da se spore ¢im enakomerneje razporedijo po gojiscu.

Na dno bioreaktorske posode (steklena kolona) prenesemo frito in kolono napolnimo do
2/3 z inokuliranim gojiS¢em. Pazimo, da se vsebina bioreaktorja ne posede (ne tlacimo,
stresamo ipd.).

Sestavimo posamezne sestavne dele laboratorijskega staticnega kolonskega
bioreaktorskega sistema, kot prikazuje slika 8. Delamo asepti¢no.

Sestavljen in napolnjen bioreaktorski sistem prenesemo v komoro, v kateri bo potekal
bioproces. Temperaturo termostata uravhamo na 28 °C. Z rotametrom uravhnamo pretok
zraka za aeracijo na 1 I-min’! ter ga poveZzemo z bioreaktorskim sistemom.

2.4.3 Nadzor (spremljanje) bioprocesa

Dogajanje v bioreaktorju med bioprocesom spremljamo na ve¢ nacinov:

- Vizualno
Opisno vrednotimo prerascenost gojis¢a s plesnijo, prisotnost spor.

- Z vzorCenjem in merjenjem vrednosti pH ter amilolitiCne aktivnosti vzorcev
Med potekom bioprocesa trikrat vzoréimo: ob casu 0 (takoj po inokulaciji), med
bioprocesom in na koncu bioprocesa. Vzorce shranimo v zamrzovalniku (pri -18 °C)
do analiz.

2.4.4 Analize vzorcev

2.4.4.1 Merjenje vrednosti pH

Vzorce odmrznemo in iz njih ekstrahiramo amilaze po spodaj prikazanem analiticnem
postopku A. V nerazredC¢enem supernatantu izmerimo vrednost pH s predhodno
umerjenim pH-metrom. Analiziramo 2 paralelki istega vzorca.

2.4.4.2 Spektrofotometri¢no dolo¢anje amiloliti¢ne aktivnosti (modificirana metoda po

Fuwi)

Amiloliticno aktivnost (AA) posredno vrednotimo s spektrofotometricnim dolo¢anjem
preostalega sSkroba po inkubaciji z vzorci, ki so amiloliti¢no aktivni.
Enota amilolitiCne aktivnosti pomeni razgradnjo 0,1 mg topnega skroba v minuti.
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Analiti¢ni postopek za dolocanje amiloliti¢cne aktivnosti vzorcev:

A 0,5 g vzorca + 5 ml dest. H,0O
homogenizacija (1 min)
centrifugiranje (4000 min't, 5 min)
odlitje supernatanta
redcenje supern}tanta po Kochu
B

1 ml razred¢enega supernatanta + 1 ml skrobovice

inkubacija 10 min, 40 °C
2

hitro hlajenje v ledeni vodi

0,2 ml inkubata + 5 ml jodovice
\2
razvitje barve (10 min na sobni temperaturi)

!
merjenje A (1 = 600 nm)"

Agoo Mora biti v linearnem obmod&ju umeritvene krivulje Asoo v odvisnosti od koncentracije topnega Skroba.

Ce je Asoo prenizka, vzorec (supernatant) dodatno razred¢imo, &e je previsoka, vzamemo manj razredéen

vzorec oziroma podaljSamo cas inkubacije pri 40 °C.

Slepi vzorec

Po postopku B, le da 1 ml supernatanta dodamo Skrobovici po 10-minutni inkubaciji pri 40

°C.

Umeritvena krivulija

Pripravimo raztopine topnega $kroba v koncentracijskem obmo&ju od 0 do 5 mg-ml™.
Odpipetiramo po 0,1 ml vsake raztopine, dodamo 0,1 ml destilirane vode in 5 ml
jodovice. Po razvitju barve (10 min na sobni temperaturi) izmerimo Ago. NariSemo graf

odvisnosti Agge 0d koncentracije topnega Skroba.

Izra¢un amiloliti¢ne aktivnosti vzorcev (AA-g’1)

vzorec: Agoo — koncentracija nerazgrajenega skroba (cy..
slepi vzorec: Agoo — koncentracija celokupnega Skroba (cq. vz.)
koncentracija razgrajenega Skroba (Ac): AC = Cq). vz, — Cus.

ﬂ _ Ac-R-10-1ml

g 0,1mg-min-1.¢t

R - redcitev vzorca, t - Cas inkubacije pri 40 °C (min)
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2.5 Meritve, izracuni in rezultati
2.5.1 Meritve

Tabelari¢ni prikazi:

- umeritvena krivulja (Ceroba, Asoo)

- vrednost pH (vzorci), Ao (vzorci in slepi vzorci), amiloliticna aktivnost

- opis rasti plesni med bioprocesom (rezultati vizualnega spremljanja bioprocesa)

2.5.2 Izracduni:

- koncentracija spor v inokulumu (spor-mli™?)
- volumen inokuluma (ml)
- amiloliti¢na aktivnost vzorcev (AA-g™)

2.5.3 Predstavitev rezultatov
Graficni prikazi:

- umeritvena krivulja odvisnosti Aggp 0d Czxroba
- vrednost pH in amiloliti¢na aktivnost vzorcev v odvisnosti od ¢asa trajanja bioprocesa
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3 PRENOS KISIKA - DOLOCITEV k.a

3.1 Teoreti¢ne osnove
3.1.1 Prenos snovi v sistemu plin-tekocina

Pri prenosu snovi gre za premik materialnih delcev ene komponente v drugi, ki lahko
poteka z difuzijo ali s konvekcijo.

Difuzija je posledica gibanja molekul zaradi neenakomerne porazdelitve koncentracije,
konvekcija pa je vezana na usmerjeno gibanje tekocine, pri cemer je pomemben tokovni
rezim tekocine.

Laminarni tok nastopi pri poCasnem gibanju tekocine, ko plasti mirno drsijo druga ob
drugi brez medsebojnega premesavanja. Tako se prenos snovi z difuzijo odvija le v smeri,
pravokotni na tokovnice. Tak nacin prenosa snovi je v bioprocesnih brozgah mogoce
najti:

- v najmanjsih vrtincih, kjer je tok tekocine laminaren

- v skupkih celic ali encimov (trdni delci)

- na stiku dveh faz (denimo plinaste in tekoce)

V turbulentnem toku, ki nastopi pri vecjih frekvencah mesanja, se tekoclina razdrobi v
vrtince, ki se neurejeno gibljejo in meSajo med seboj. Do prenosa snovi lahko pride v
vseh smereh. Vzporedno s konvektivnim prenosom snovi poteka tudi difuzija, ki pa je pri
intenzivni konvekciji zanemarljiva.

Pomembnost prenosa snovi med plinom in tekocino v bioprocesnistvu se kaze predvsem v
aerobnih bioprocesih, pri katerih je treba zagotoviti dovolj raztopljenega kisika v
bioprocesni brozgi. Med mesanjem mehurckov zraka, ki vsebujejo kisik, se odvija snovni
prenos kisika iz plina v tekocino prek mejnega sloja in fazne meje, ki ga lahko opisemo s
teorijo mejnega sloja. Ta predpostavlja, da na vsaki strani fazne meje, to je znotraj
plinskega mehurcka in v tekocini, obstajata mirujoci plasti plina in tekocine dolocene
debeline, kjer poteka snovni prenos komponente A (kisika) z difuzijo. Snovni prenos tako
povecCujejo tisti faktorji, ki zmanjsujejo debelino sloja. To je predvsem intenzivno
mesanje, ki je opredeljeno z veljim Reynoldsovim Stevilom, na kar lahko vplivamo
denimo s temperaturo. Uvedel ga je Osborne Reynolds leta 1883 med proucevanjem toka
tekocin v ceveh. Za tok tekocine po ceveh okroglega preseka velja naslednja enacba:

_ Dvp
7

Re (11)

pri ¢emer je Re Reynoldsovo Stevilo, D je premer cevi, v sploSnem karakteristi¢na
dimenzija, v je povprecna linearna hitrost tekocine, p je gostota tekocine, n pa dinamicna
viskoznost tekocine. V gladkih ceveh je tok tekocin laminaren do Re 2100, turbulenten pa
pri Re ve¢ kot 4000. Med 2100 in 4000 je prehodno obmocje, v katerem je tok lahko
laminaren ali turbulenten, odvisno od razmer na vstopu v cev in drugih spremenljivk.

Za mesalne posode (bioreaktorje) pa izrazimo Reynoldsovo Stevilo kot:

N, 'Diz'P
n

Rei = (12)
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pri ¢emer je Re; Reynoldsovo Stevilo mesala, D; je premer mesala, N; pa frekvenca
mesSanja. Za mnoge mesSalne sisteme, ki se najveckrat uporabljajo, velja, da je tok
laminaren, Ce je Re; < 10.

Slika 9 prikazuje primer porazdelitve komponente A pri snovhem prenosu iz plina v

kapljevino. Koncentracija komponente A v tekoclini je Ca. oziroma Ca; na fazni meji,
koncentracija komponente A v plinu pa je Cag 0ziroma Cagi na fazni meji.

fazna meja

'

| |
l L G
| |
l {Caci !
tekotina ! I plin
! CAL': 3 I
g‘l_’/ i
CaL [
| |
| |
-

plast tekocine plast plina

Slika 9. Koncentracijska porazdelitev komponente A pri snovnem prenosu iz plina v tekocino (prirejeno po
Doran, 1995)

Snovni tok (fluks) komponente A (Na; mg-m=-h! ali mmol-m=-h!) skozi film plina lahko
zapisemo kot:

Nag = kg*a(Cac = Chaci) (13)
fluks skozi film tekocine pa
NaL = ki-a(Caui — Cau) (14)

pri ¢emer je kg koeficient snovnega prestopa oziroma snovna prestopnost v plinski fazi
(m-s™), k_ je snovna prestopnost v tekocini (m-s?), a pa medfazna povrdina (m?-m3).

Ce predpostavimo, da se na fazni meji vzpostavi ravnotezje, lahko zapi$emo:

Caci = M-Chayj (15)
in
Chai
Cos = ,; (16)

pri cemer je m porazdelitveni (distribucijski) faktor. Izraza (15) in (16) vstavimo v enacbi
(13) in (14) in dobimo naslednja zapisa:
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1 m

N,(—— + = Cpg — Mm-C, 17
A(kG_a k,_-a) AG AL (17)
in
1 1 C
N + = I _C 18
a( mkea  k.a ) m AL (18)

Izraza v oklepajih pomenita snovno prehodnost, in sicer snovno prehodnost v plinski fazi,
ki jo zapiSemo kot:

_ + (20)

Hitrost prenosa snovi oziroma snovni tok komponente A v sistemu plin-tekocina lahko
torej izrazimo z dvema enacbama:

Np = Kgra(Cag — m-Cay) (21)
in
Che
Np = Kira(—=- CaL) (22)
m

V enacbah (21) in (22) navadno uporabimo ravnotezne koncentracije. Koncentracijo
komponente A v plinu, ki je v ravnotezju s Ca, zapiSemo kot:

C'ac = m-Ca (23)

koncentracijo komponente A v tekocini, ki je v ravnotezju s Cag, pa kot:

C'aL= Che (24)
Enacbi (21) in (22) se sedaj glasita:

Na = Kg'a(Cag - C ag)

(25)
in

Np = Kira( CaL = Car) (26)

Ce je komponenta A slabo topna v tekocini, denimo kisik v vodnih raztopinah, je upor za
prenos snovi v tekocini zelo velik, torej je snovna prestopnost v plinski fazi kg mnogo
vecja od snovne prestopnosti v tekoCini k.. 1z enacbe (20) tako sledi, da sta K.-a in k.-a
priblizno enaka. Enacbo (26) lahko zato poenostavimo in jo zapiSemo kot:
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Na = kL'a(C*AL - Cav) (27)

Za hitrost prenosa kisika iz zranega mehurcka v bioprocesno brozgo lahko uporabimo
enacbo (27), v kateri je N, hitrost prenosa kisika na volumensko enoto brozge (mol-m™3-s
1Y, k. je koeficient snovne prestopnosti v tekodini (m-s™), a je sti€na povrsina med plinom
in tekoc¢ino na volumensko enoto brozge (m?:m™), Ca. je koncentracija kisika v brozgi
(mol-m™), C*a. pa koncentracija kisika v brozgi v ravnotezju s plinsko fazo, ki ji pravimo
tudi topnost kisika v brozgi (mol-m™). Razlika med maksimalno mozno in dejansko
koncentracijo kisika v brozgi (C'a. = Ca.) je gonilna sila za prenos kisika.

Podatki o topnosti kisika v vodi v odvisnosti od temperature in sestave plina, s katerim
prepihujemo vodo, so zbrani v prilogi 3.1. Seveda teh podatkov ne moremo uporabiti
neposredno za bioprocesne sisteme, saj ima poleg drugih parametrov pomemben vpliv na
topnost kisika sestava medija oziroma v vodi raztopljene snovi. Tako je topnost kisika v
tipicnem bioprocesnem gojis¢u, ki vsebuje razlicne topljence (sladkorje, anione, katione,
protipenilce), za 5 do 25 % manjSa od topnosti kisika v vodi pri enakih razmerah
(temperatura, tlaki).

Na topnost kisika v tekocCini vplivata tudi tlak plina, s katerim prepihujemo tekocino, in
parcialni tlak kisika v tem plinu. Uporabimo lahko Henryjev zakon ravnotezja, ki se glasi:

Pac = He-Ca (28)

Pac je parcialni tlak komponente A v plinu, He je Henryjeva konstanta, odvisna od
temperature.

3.1.2 Poraba kisika v aerobnih bioprocesih

Celice med aerobno kultivacijo porabljajo raztopljeni kisik iz bioprocesne brozge. Hitrost
prenosa kisika iz plina v tekolino je zato zelo pomembna, Se posebno pri velikih
koncentracijah celic, pri katerih lahko pride do limitacije rasti zaradi (ne)razpolozljivosti
kisika v brozgi.

Celice aerobnih organizmov med intenzivno rastjo zaradi slabe topnosti kisika v brozgi
hitro porabijo raztopljeni kisik, zato ga je treba nenehno dovajati s prezracevanjem. V
brozgi s koncentracijo aktivno dihajocih celic priblizno 1-10° celic-ml? je treba vsebnost
kisika v brozgi nadomestiti okoli 12-krat na minuto, da pokrijemo potrebe po kisiku.

Hitrost porabe kisika iz bioprocesne brozge doloca hitrost, s katero raztapljamo kisik v

brozgi. Na potrebe po kisiku vplivajo predvsem naslednji faktoriji:

- vrsta organizma

- faza rasti kulture

- vir ogljika v gojis€u (celice denimo najhitreje porabijo glukozo, zato so hitrosti porabe
kisika vecje, Ce je vir C v gojiscu glukoza)

V bioprocesu z enkratnim polnjenjem (zaprt) se hitrost porabe kisika spreminja s ¢asom,

in sicer zaradi:

- vedno vecje koncentracije celic - skupna (celotna) hitrost porabe kisika je sorazmerna
Stevilu prisotnih celic

- spreminjanja specifi¢ne hitrosti porabe kisika (Go) (Mol Oz Gpiomase ~+5™})
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Specifi¢na hitrost porabe kisika je hitrost porabe kisika na celico in je odvisna predvsem
od biokemijske narave (lastnosti) celice in od njenega okolja. Iz slike 10 je razvidno, da
je go najvecja v zgodnji eksponentni fazi rasti.

T T T T — T T T
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O suha snov
~ 80 o o 4150
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o 60} >
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2 L 4100 5
E ©
£
£ 40 2
i > 50
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Slika 10. Spreminjanje specifi¢ne hitrosti porabe kisika in koncentracije biomase med bioprocesom z enkratnim
polnjenjem (prirejeno po Doran, 1995)

Ko pa koncentracija raztopljenega kisika v brozgi pade pod doloceno vrednost, tj. kriticna
koncentracija raztopljenega kisika (Cy.), postane go odvisna tudi od koncentracije kisika v
brozgi (Ca.). Odvisnost go od Cy, prikazuje slika 11.

specifitna hitrost porabe kisika (4)

koncentracija raztopljenega kisika ((.'M_)

Slika 11. Odvisnost specifi¢ne hitrosti porabe kisika od koncentracije raztopljenega kisika (prirejeno po Doran,
1995)

Koncentracija raztopljenega kisika v brozgi mora biti v vsaki tocki bioreaktorja vecja od
C«r, da ne pride do limitacije rasti s kisikom. Vrednost kriticne koncentracije raztopljenega
kisika je odvisna od organizma, navadno se giblje med 5 in 10 %.
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Hitrost porabe kisika na volumensko enoto brozge Qo (mol O,-m>-s!) lahko zapisemo
kot:

Qo = Go'X (29)
pri ¢emer je X koncentracija celic (g-m™).
Preden se molekula kisika porabi v celici, mora na poti od zracnega mehurcka do
mitohondrija premagati stevilne upore (prikazani kot (i) do (viii) na sliki 12). Ker je kisik
slabo topen plin, je najvecdji upor za prenos kisika laminarni sloj (plast) tekocine okoli

zracnega mehurcka, v katerem poteka prenos z difuzijo (iii). Transport skozi ta film je
torej korak, ki limitira celotni proces ter kontrolira skupno hitrost prenosa snovi.

fazna meja tekoge-trdno

film tekogine

reakcija s kisikom

tekotina

g . celica
plinski

mehuréek
(i) skupek celic
el

reakcija s kisikom

(v), (vi), (viii) |
A\

film teko&ine
film teko&ine

fazna meja plinasto-tekoe
Slika 12. Koraki pri prenosu kisika iz zratnega mehurcka do celice (prirejeno po Doran, 1995)
3.1.3 Stacionarno stanje

V stacionarnem stanju ni akumulacije kisika nikjer v bioreaktorju, torej mora biti hitrost
prenosa kisika iz zra¢nih mehurckov enaka hitrosti porabe kisika. ZapiSemo lahko:

ki-a(C'aL = Cal) = Go-X (30)

Enacbo (30) lahko uporabimo za razlicne namene:

- Izracunamo lahko maksimalno koncentracijo celic, ki jo dosezemo v dolocenem
sistemu prenosa kisika v bioreaktorju. V dolocenih razmerah med obratovanjem je
hitrost prenosa kisika maksimalna, ko je koncentracijska razlika (C'a. - Cal), tj.
gonilna sila za prenos kisika, najveCja. To pa je takrat, ko je koncentracija
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raztopljenega kisika (Ca.) enaka ni¢. Maksimalno koncentracijo biomase Xna.x torej
zapisemo kot:

X
Xmax = M (31)
do

Ce je Xmax Manjda od tiste koncentracije biomase, ki jo Zelimo doseci v bioprocesu,
moramo izboljsati k.-a.

- Dolo¢imo lahko minimalni oziroma kriticni k.-a, ki je potreben, da vzdrzujemo
koncentracijo raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi nad kriticno koncentracijo
raztopljenega kisika (Ca. > Cy):

GoX
(kpa)e = —2 " —— (32)
. “ (C AL 'CAL)

3.1.4 Eksperimentalno doloc¢anje k.a

V realnih sistemih, ki vkljucujejo prenos snovi, je zelo tezko dolociti kontaktno medfazno
povrsino (a@). Ta je neposredno povezana s Stevilom in z velikostjo plinskih mehurckov v
tekocini, kar pa je odvisno od Stevilnih faktorjev, kot so sestava medija, frekvenca
mesanja in pretok plina (zraka). Zato v praksi navadno dolo¢amo produkt ki-a,
volumenski koeficient snovhega prestopa oziroma prenosa kisika.

Kot rezultat mnogih Studij so nastale empiricne korelacije med k_-a in drugimi
pomembnimi procesnimi spremenljivkami, kot so premer mehurckov, hitrost tekocine,
gostota, viskoznost, difuzivnost kisika idr. Kljub temu je le na podlagi korelacij tezko
napovedati, kaksen bo k.-a v dolo¢enem bioreaktorju, zato koeficient snovne prestopnosti
navadno dolo¢amo eksperimentalno.

Metode za dololanje ki:a so zelo razlicne, pri vseh pa moramo zagotoviti enake
eksperimentalne pogoje, kot so med obratovanjem v bioreaktorju.

Ce je koncentracija kisika, ki jo merimo med eksperimentom, konstantna, je metoda
stacionarna. Spremljamo vsebnost kisika v vstopnem plinu v bioreaktor in izstopnem
plinu iz bioreaktorja. Razlika med njima mora biti enaka hitrosti prenosa kisika iz plina v
tekocino. Metodo je mogoce izvesti med normalnim obratovanjem bioreaktorjev.

Pri dinamic¢nih metodah se koncentracija kisika s ¢asom spreminja. Temeljijo torej na
nestacionarnih  pogojih. Obstajajo razlicne razliCice dinamicne metode. Med
najpogostejSimi sta:

- razplinjevalna metoda (modificirana po Wiseju)

- dinami¢na metoda z mikroorganizmi (modificirana po Taghuchiju in sodelavcih)

Eksperiment poteka med aerobnim bioprocesom z enkratnim polnjenjem v mesalnem
bioreaktorju. Koncentracijo raztopljenega kisika v brozgi spremljamo s senzorjem za
merjenje kisika (kisikova oziroma pO,-elektroda). Kisikov senzor je zgrajen iz ohisja s
polprepustno membrano, skozi katero difundira kisik. Na notranji strani senzorja je
elektrolit z anodo in katodo. Kisik difundira skozi film tekoline na zunanji strani tik ob
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membrani ter nato skozi polprepustno membrano v notranjost senzorja, kjer sodeluje pri
hitri elektrokemijski reakciji:

katoda: 0O, + 2H,0 + 4e” - 40H"
anoda: Ag + ClI" —» AgCl + €.

Izhodni elektri¢ni tok je proporcionalen snovnemu toku kisika do katode, torej njegovi
aktivnosti oziroma parcialnemu tlaku, zato izraz koncentracija kisika pravzaprav pomeni
parcialni tlak kisika. Snovni tok kisika do katode je tako odvisen od dveh uporov: upora
membrane in upora filma na zunanji strani senzorja. Na rezultate meritev lahko vplivajo
tudi mehurcki, ki se med merjenjem »lepijo« na membrano oziroma ostajajo v raztopini,
¢e uporabimo dinami¢no metodo s prepihovanjem. Tako se lahko v dolo¢enem trenutku
vrednost koncentracije kisika, ki jo kaze elektroda, in dejanska vrednost razlikujeta v
primeru, ko senzor ne more slediti hitrim spremembam koncentracije v tekocini oziroma
takrat, ko medij, v katerem merimo, povzroca kakSne nezazelene pojave. Zato imajo
stacionarne metode celo nekatere prednosti pred dinamicnimi.

V nekem casu (t = 0) zacnemo brozgo deoksigenirati, tako da izklopimo prezracevanje in
zmanjSamo frekvenco mesanja na minimum, da Se ne pride do posedanja
mikroorganizmov, hkrati pa prepre¢imo povrsinsko aeracijo. Koncentracija raztopljenega
kisika v brozgi (Ca.) zacne padati, saj ga celice porabljajo (slika 13). Za ta del krivulje
velja enacba (29).

vklop prezratevanja

izklop prezratevanja

~

AL

as

Slika 13. Spreminjanje koncentracije raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi med dinami¢no metodo
dolocanja k.-a (prirejeno po Doran, 1995)
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PrezraCevanje moramo ponovno vklopiti, preden koncentracija raztopljenega kisika v
brozgi doseze Cy, saj je pomembno, da hitrost porabe kisika ni odvisna od koncentracije
raztopljenega kisika. Po vklopu prezracevanja sledi reoksigenacija, tj. ponovno
raztapljanje kisika in povelevanje koncentracije raztopljenega kisika v brozgi do
ravnotezne koncentracije raztopljenega kisika (Ca. ), ki je odraz ravnotezja med vnosom
in porabo kisika. Ca; in Ca» na sliki 13 sta med reoksigenacijo izmerjeni koncentraciji
kisika ob casih t; in t,.

Med reoksigenacijo sistem ni v stacionarnem stanju, ker gre tako za vnos kisika v brozgo
(ki-a(C'aL = Cal)) kot za porabo s celicami (go-X). Tako velja naslednja enacba:

9Cu _ ki-a(C'aL = Cal) - o' X (33)

dt
dC,,

Ko pa se vzpostavi stacionarno stanje, je Ca. = Ca., AL = 0, saj se koncentracija

raztopljenega kisika s casom ne spreminja. Iz enacbe (33) torej sledi:
C]o'X = k._-a(C*AL - EAL) (34)
Ce izraz (34) vnesemo Vv enacbo (33), dobimo:

dg—tAL= ki -a( Ca - CaL) (35)

Predpostavimo, da se k.:a s ¢asom ne spreminja in zapis (35) integriramo med ¢asoma t;
in t,. Rezultat je naslednji:

In (LL “Cau

kia= — S~ Cao (36)
tz - tl

k. -a lahko tako izracunamo iz dveh tock na sliki 13. Rezultat je natanc¢nejsi, ¢e izberemo

vy w e Ca -C . . .
ve¢ tock, izratunamo In(=——2L) in vrednosti nanesemo na ordinato, t, — t; pa na
AL = CALZ

absciso (slika 14). Naklon premice predstavlja k.-a.
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Slika 14. Grafi¢na dolocCitev k. -a z dinami¢no metodo (prirejeno po Doran, 1995)

Izraz (36) lahko uporabimo tudi za sisteme brez porabe kisika. V tem primeru je
Ca. = C'a, metodi za dolo¢anje k.-a pa pravimo razplinjevalna metoda.

3.2 Naloga
Dolocitev volumenskega koeficienta snovnega prestopa kisika (kira) pri razlicnih

frekvencah mesanja in pretokih zraka v laboratorijskem bioreaktorju standardnih dimenzij
z dvema dinami¢nima metodama: razplinjevalno in dinami¢no metodo z mikroorganizmi.

3.3 Potreben material

3.3.1 Kultura

Cista kultura kvasovk Saccharomyces cerevisiae (pekovski kvas).

3.3.2 Gojisce

Sestava gojiS¢a za aerobno submerzno kultivacijo kvasovk v bioprocesu z enkratnim
polnjenjem je podana v prilogi 2.3. GojisCe je bilo sterilizirano v avtoklavu 20 min pri
121 °Cin tlaku 1,2 bar.

3.3.3 Aparature in oprema

3.3.3.1 Bioreaktorski sistem

10 dm?®) z opremo, pO,-elektroda - to¢ka 3.4.1
2,5 dm?®) z opremo, pO,-elektroda (Slika 15) -

- laboratorijski mesalni bioreaktor (V4
- laboratorijski mesalni bioreaktor (V4
toCka 3.4.2
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Slika 15. Laboratorijski bioreaktorski sistem (V4 = 2,5 dm?®)

3.3.3.2 Druga oprema:

- jeklenka z N,
- rotameter
- laboratorijski inventar za inokulacijo: gorilnik, lij

3.4 Potek vaje
3.4.1 Razplinjevalna metoda

Vodo v bioreaktorju (10 |) prepihujemo z inertnim plinom N, tako dolgo, da izpodrinemo
ves raztopljeni kisik iz vode. Pretok du$ika uravhamo z rotametrom na 10 |-min™.
Vsebnost kisika v vodi merimo s prej umerjeno pO,-elektrodo in na monitorju spremljamo
grafi¢ni prikaz spreminjanja pO, (v %) v odvisnosti od ¢asa. Ko je vrednost pO, enaka
ni¢, prekinemo dotok dusika, nastavimo 1. kombinacijo eksperimentalnih parametrov
(frekvenco mesanja in pretok zraka), pri katerem bomo dolocali k.-a, ter vklopimo
prezraCevanje. Spremljamo ponovno raztapljanje kisika v vodi (reoksigenacija). Ko pO,
doseze 100 %, ponovimo postopek izpodrinjanja kisika iz vode in nastavimo 2.
kombinacijo parametrov. Eksperiment izvedemo pri Stirih razlicnih kombinacijah
parametrov, prikazanih v tabeli 1.

Tabela 1: Prikaz eksperimentalnih razmer pri razplinjevalni metodi

kombinacija frekvenca mesanja pretok zraka
parametrov (min?) (I'min™)
1. 100 5,0
2 100 10,0
3. 200 10,0
4 200 5,0
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3.4.2 Dinamic¢na metoda z mikroorganizmi

Inokulum pripravimo tako, da v 125 ml sterilnega gojis¢a (priloga 2.3) zatehtamo 2,5 g
pekovskega kvasa. Inokulum asepticno (ob gorilniku, skozi sterilen lij) prenesemo v
2,375 | sterilnega prezracenega gojisS¢a v bioreaktorju in tako zazenemo aeroben
submerzen bioproces z enkratnim polnjenjem. Kultivacija kvasovk poteka pri temperaturi
28 °C, frekvenci mesanja 200 min™! in pretoku zraka 5 I-min™ (2 vvm). Tako zagotovimo,
da je koncentracija kisika v brozgi ¢im blize nasicenju.

Cez priblizno 15 minut izklopimo prezracevanje in mesanje zmanjéamo na minimum, da
prepre¢imo povrsinsko aeracijo ter zagotovimo dober odzivni Cas elektrode, hkrati pa
dosezemo, da se mikroorganizmi ne posedajo. Spremljamo linearno padanje
koncentracije raztopljenega kisika v brozgi, za katerega velja enacba (29), medtem ko je
ki-a = 0. Ko pO, doseze 40 %, prezracevanje in meSanje ponovno uravnamo na Zelene
proucevane vrednosti. Ce je hitrost dovajanja kisika vedja od hitrosti njegove porabe,
zacne pO, narascati. Spreminjanje pO, v brozgi ponazarja slika 13.

Eksperiment izvedemo pri kombinacijah parametrov, prikazanih v tabeli 2.

Tabela 2: Prikaz eksperimentalnih razmer pri dinami¢ni metodi z mikroorganizmi

kombinacija frekvenca mesanja pretok zraka
parametrov (min™) (I'min™)
1. 100 5,0
2. 100 2,5
3. 200 2,5

3.5 Meritve, izracuni in rezultati
3.5.1 Meritve
Graficni prikazi

pO, (v %) v odvisnosti od casa za razplinjevalno metodo in dinami¢no metodo z
mikroorganizmi — na grafih so oznaceni razlicne eksperimentalne razmere.

3.5.2 Izraduni

Volumenski koeficienti snovnega prestopa kisika (k.-a) pri razli¢nih frekvencah mesanja in
pretokih zraka, doloceni z razplinjevalno metodo in dinami¢no metodo z mikroorganizmi
(izracun k_-a je predstavljen v tocki 3.1.4) - izracuni vkljuCujejo tudi graficne prikaze
(sliki 13 in 14).

3.5.3 Predstavitev rezultatov

Tabelaricni prikazi:

- k.-a pri razliénih frekvencah mesSanja in pretokih zraka, doloc¢eni z razplinjevalno
metodo

- ky-a pri razliénih frekvencah mesanja in pretokih zraka, doloceni z dinami¢no metodo z
mikroorganizmi
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4 SIMULACIJA BIOPROCESA Z NEPRESTANIM POLNJENJEM IN
PRAZNJENJEM (ODPRT BIOPROCES)

4.1 TeoretiCne osnove

V bioprocesu z neprestanim polnjenjem in praznjenjem (odprt, kontinuirni
bioproces) bioreaktor obratuje z dolo¢enim pretokom medija v bioreaktor in bioprocesne
brozge iz njega. Ce je vsebina bioreaktorja dobro premesana, ima izstopni tok iz
bioreaktorja enako sestavo kot bioprocesna brozga v bioreaktorju. Ce so torej v
bioprocesni brozgi suspendirane celice ali encimi, se ti kontinuirano odstranjujejo iz
bioreaktorja. V primeru encimov kot katalizatorjev to pomeni tezavo, saj encimi v
reakcijah ne nastajajo. ReSitev je uporaba imobiliziranih encimov, ki ostanejo v
bioreaktorju. Ko pa kultiviramo celice, se iz bioreaktorja izlocene celice nadomestijo z
novonastalimi.

Mesalne bioreaktorje z neprestanim polnjenjem in praznjenjem (odprte, kontinuirne
bioreaktorje) navadno imenujemo CSTR (»continuous stirred-tank reactor«).

Obicajno bioproces z neprestanim polnjenjem in praznjenjem za¢nemo kot bioproces z
enkratnim polnjenjem (zaprt, Sarzni bioproces) in po pridobitvi ustrezne koli¢ine biomase
nadaljujemo s kontinuirnim obratovanjem. Po dolo¢enem <dcasu, ki je odvisen od

v Y 1 . . . . )
zadrzevalnega Casa (r = B; h), dosezemo stacionarno stanje (ustaljeno stanje, »steady

state«), v katerem se nobena lastnost sistema s ¢asom ne spreminja, torej ni spremembe
. dm
mase v sistemu (W = 0).

Stacionarno stanje lahko dosezemo na vec¢ nacinov:
-V kemostatu sta vstopni (F,) in izstopni (F,) tok enaka in na tak nacin vzdrzujemo

konstanten volumen tekocine v bioreaktorju. Prav tako je konstantno razmerje 5 =D

(h''), tako imenovana hitrost razredéevanja (redéenja). Koncentracije snovi v
bioreaktorju se prilagodijo nastavljeni hitrosti razred¢evanja in ¢ez ¢as se vzpostavi
stacionarno stanje. Hitrost nadomescanja porabljenega substrata s svezim je enaka
specificni hitrosti rasti mikroorganizmov - navadno biokulturo vzdrzujemo v
eksponentni fazi rasti. V laboratorijskem merilu je to idealen nacin za studij kinetike
bioprocesov, saj lahko procesne spremenljivke proucujemo v odvisnosti od hitrosti
razredCevanja in s tem rasti mikroorganizma.

- Tudi v turbidostatu vzdrZzujemo konstanten volumen tekocine, tako da nastavimo
enaka pretoka na vstopu in izstopu iz bioreaktorja. Vendar pa hitrost razredCevanja
(D), in s tem oba pretoka (F, in F;), ni konstantna, ampak se prilagaja (spreminja)
glede na nastavljeno koncentracijo biomase. Ker je spremljanje in kontrola teh
sistemov dokaj kompleksna, se turbidostati ne uporabljajo v ve¢jem merilu.

- Auksostat (nutristat, nustat) je sistem, v katerem nastavimo vrednost dolocenega
parametra, denimo pH, pO,, koncentracijo etanola ipd. Glede na nastavljeno vrednost
se spreminjata vtok in iztok, torej hitrost razredcevanja (D) ni konstantna. TaksSne
bioreaktorske sisteme imenujemo pH-auksostat, pO,-auksostat ipd.
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V nadaljevanju bomo obravnavali le kemostat, pri katerem sta vtok (F,) in iztok (F)
enaka (F, = F, = F; m>h?), v vstopnem toku je le substrat s koncentracijo Sy, v
izstopnem toku pa nastala biomasa, neporabljen substrat in nastali produkt, torej
bioprocesna brozga. TakSen primer kemostata je prikazan na sliki 16.

zrak mezalo
—_—
m orak

- P ———
substrat £ |
F, %o, So 1

Fa
& |
. fa -
a brozga
' F, ¥, 5
= P
AR
Vo, s

Slika 16. Shematski prikaz bioreaktorja z neprestanim polnjenjem in praznjenjem - kemostat (prirejeno po
http://content.answers.com/main/content/img/McGrawHill/Encyclopedia/images/CE128700FG0010.gi

f)

Ob predpostavki, da je brozga v bioreaktorju popolnoma pomesana, lahko zapisemo
enacbe masne bilance za katero koli komponento, ki zapus¢a meje sistema (bioreaktorsko
posodo).

Masno bilanco za biomaso (X) v stacionarnem stanju zapiSemo kot:

FXo—-FX+ uXV-koXV =0 (37)

pri ¢emer je u specifi¢na hitrost rasti (h™'), kp pa konstanta odmiranja oziroma specifi¢na
hitrost odmiranja (h™).

Navadno je napajalni tok sterilen in dovajamo le limitni substrat, zato je X, = 0. Poleg
tega lahko zanemarimo odmiranje celic, saj je kultura v eksponentni fazi rasti, torej je
kp << u. Enacba se tako glasi:

wX-V=FX (38)
Ce enacbo (38) delimo z X in z V ter upoétevamo, da je 5 = D, dobimo naslednji izraz:

u=D (39)

Specifitna hitrost rasti mikroorganizmov v kemostatu je torej enaka hitrosti
razredCevanja, ali drugace: celice se razmnoZujejo z enako hitrostjo, kot jim dovajamo
limitni substrat.

Enacbo (39) lahko vstavimo v Monodov izraz, ki opisuje odvisnost specifi¢ne hitrosti rasti
mikroorganizmov (x) od koncentracije limitnega substrata (S), in se glasi:

S
ﬂ = ﬂmax (40)

Ks +S
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Ks v enacbi (40) je konstanta zasiCenja, ki pomeni tisto koncentracijo limitnega substrata
(kg-m™3), pri kateri je specifi¢na hitrost rasti enaka polovici maksimalne specifi¢ne hitrosti
rasti (smax)-

Dobimo enacbo, ki velja za koncentracijo limitnega substrata v kemostatu v stacionarnem
stanju:

D-K
max

Masno bilanco za limitni substrat (S) v stacionarnem stanju pa zapiSemo kot:

XV Xy - XV g (42)
XS YPS

F-So - FS -

pri cemer je Yys izkoristek substrata za proizvodnjo biomase, ms je koeficient vzdrzevanja
oziroma specifi¢na hitrost porabe substrata za vzdrzevanje (h'!), gr je specifi¢na hitrost
nastanka produkta P (h™!), Yes pa izkoristek substrata za nastanek produkta P.

Celotno enacbo delimo z V, upostevamo, da je 5 = D in ux zamenjamo z D (u = D). Tako

dobimo izraz za koncentracijo biomase v kemostatu v stacionarnem stanju:

x = PGo-9) (43)
D dr
—+ Mg +——
YXS YPS

Zapis (43) lahko Se poenostavimo, Ce upostevamo, da se drugi produkti ne sintetizirajo,

torej nastaja le biomasa (i = 0).

PS
Poleg tega zanemarimo vzdrZevanje, saj je poraba substrata za rast in razmnoZevanje
mikroorganizmov v eksponentni fazi rasti mnogo velja od porabe substrata za
vzdrzevanje (ms = 0).
Ob upostevanju obeh predpostavk ima enacba (43) tako naslednjo obliko:

X = Yxs(So - S) (44)

Nazadnje lahko v enacbo (44) vstavimo Se izraz (41) in dobimo koncni zapis za
koncentracijo biomase v stacionarnem stanju:

DK

X = Yxs(So - ———
Hmax = D

) (45)

Za kateri koli produkt bioprocesa (P) predstavimo masno bilanco kot:

F-Py— FP+ geX-V=0 (46)
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pri cemer je Py koncentracija produkta v vstopnem toku v bioreaktor.
Ce enacbo delimo z V, upodtevamo, da je ; = D, delimo Se z D in jo preuredimo, dobimo

izraz za koncentracijo produkta v kemostatu v stacionarnem stanju:
g X
P=P + — 47
0 D (47)

V najenostavnejSem bioprocesu z neprestanim polnjenjem in praznjenjem nastaja le
mikrobna biomasa, drugi produkti se ne sintetizirajo, prav tako zanemarimo vzdrzevanje.
V tem primeru veljata enacbi (41) in (45), ki ju graficno predstavimo tako, kot prikazuje
slika 17.
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Slika 17. Koncentraciji biomase in substrata v odvisnosti od hitrosti razred¢evanja v stacionarnem stanju v
kemostatu. Pri izraéunu podatkov za izris krivulj so bili upo$tevani naslednji parametri: umax = 0,5 h™,

Ks = 0,2 kg'm™, Yys = 0,5 kg-kg™?, Sg = 20 kg'm™ (prirejeno po Doran, 1995)

Pri majhnih hitrostih razredcéevanja (D — 0) se v stacionarnem stanju porabi skoraj ves
substrat, zato iz enacbe (44) sledi, da je X = Yys'So.

Z narasc¢anjem D pocasi narasca tudi S, ko se D bliZza umax, pa S hitreje narasca. Skladno s
tem X pada (X —» 0), ko gre D — umax. Stanje pri zelo velikih hitrostih razredcevanja
(D = wumax), ko je X = 0, imenujemo izpiranje. Do izpiranja celic iz bioreaktorja pride
torej takrat, ko je hitrost odstranitve celic z izstopnim tokom iz bioreaktorja vecja od
hitrosti nastajanja celic (hitrosti rasti). Hitrost razred¢evanja, pri kateri pride do izpiranja,
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imenujemo kritiéna hitrost razredéevanja (D,.; h'). Izratunamo jo tako, da v enacbo
(45) vstavimo X = 0 in dobimo naslednji izraz:

Dkr = ,umax'SO (48)
Kg + S,

V vedini primerov je Ks << Sy, tako sledi, da je Dy ® pmax-

Hitrost razredCevanja, pri kateri obratuje kemostat, mora biti torej manjsSa od kriti¢ne
hitrosti razredCevanja, da se izognemo izpiranju celic iz bioreaktorja. Okoli Dy, je sistem
zelo obcutljiv, saj ze najmanjSe spremembe D povzrocijo relativno velike spremembe X in
S.

Hitrost proizvajanja biomase v CSTR je enaka hitrosti, s katero celice zapuscajo
bioreaktor, tj. F-X. Volumenska produktivnost oziroma volumenska hitrost proizvodnje
biomase (Qx; kg:m3-h!) je torej enaka:

Qx = % = DX (49)

V izraz (49) vhesemo enacbo (45) in dobimo naslednji zapis:

DKo

= D-Yxs(So -
QX XS( 0 Lo - D

) (50)

Povezavo med Qy in D iz enacbe (50) lahko predstavimo graficno, kot je prikazano na sliki
18.
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volumska produktivnost , @, (kg-m*h™)
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Slika 18. Volumenska produktivnost kot funkcija hitrosti razred¢evanja v stacionarnem stanju v kemostatu. Pri
izraéunu podatkov za izris krivulje so bili upodtevani naslednji parametri: umax = 0,5 h7,

Ks = 0,2 kg'm™, Yys = 0,5 kg-kg?, Sp = 20 kg m™ (prirejeno po Doran, 1995)

Iz slike 18 je razvidno, da je hitrost nastanka biomase maksimalna pri optimalni hitrosti

razredéevanja (D,y; h™'). Pri Doy je torej naklon krivulje dd%( = 0. Tako izpeljemo iz

enacbe (50) izraz za Dopt:

K
Dopt = timax(1 _W}Ks——irsso) (51)

Ker je Doyt zelo blizu Dy, kemostat navadno obratuje pri hitrosti razredCevanja, ki je Se
nekoliko manjsa od Dopt.

Koncentracijo celic v kemostatu lahko povecamo tudi z recikliranjem biomase iz nastale
bioprocesne brozge. TakSen bioreaktorski sistem imenujemo kemostat s povratnim
tokom (z reciklacijo).

Biomaso lahko recikliramo na vec nacinov, najpogostejsa sta:

- Z usedalnikom ali centrifugo zunaj bioreaktorja skoncentriramo biomaso oziroma
lo¢imo celice od tekoCega dela bioprocesne brozge, nato pa del biomase kontinuirno
vratamo nazaj v bioreaktor (slika 19). Taksni sistemi lahko obratujejo v stacionarnem
stanju. Najpogosteje se uporabljajo za biolosko Cis¢enje odpadnih vod.

- Celice zadrzimo v bioreaktorju, tako da iz bioreaktorja tee brozga z manjSo
koncentracijo celic. To naredimo z uporabo posebnih mehanskih naprav, denimo
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filtrov. Taksni sistemi (perfuzijski bioreaktorji) se pogosto uporabljajo pri gojenju
sesalskih celic.

reciklacija
Fr=aF
Xr = X
separator
Y
vstopni tok \‘____) F izstopni tok
Y X
F 5
5
0 P
ey e T
v
X
)
P

Slika 19. Shema mesalnega bioreaktorja z neprestanim polnjenjem in praznjenjem z zunanjo zanko za
reciklacijo (prirejeno po Doran, 1995)

Z reciklacijo biomase dosezemo vecje hitrosti porabe substrata ter velje kolicine
nastalega produkta. Poleg tega lahko uporabimo vecje hitrosti razredCevanja (D > tmax),
saj je Dy, pri kateri pride do izpiranja, vecja kot v obic¢ajnem kemostatu. KolikSen delez
biomase recikliramo, nam pove reciklacijsko razmerje (reciklacijski faktor,
koeficient reciklacije, separacijska konstanta) a:

a= A (52)
F

g=% (53)

F. je pretok reciklacijskega toka v bioreaktor, X, pa koncentracija biomase v
reciklacijskem toku.

Z upostevanjem enacb (52) in (53) lahko zaklju¢imo, da se kriti¢na hitrost razredcevanja v
kemostatu z zunanjo zanko za reciklacijo v primerjavi z obi¢ajnim kemostatom poveca za

faktor .
+a-ap
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Tipicne razlike med kemostatoma brez reciklacije in z njim v poteku znacilnih parametrov
bioprocesa (X, S, Qx) prikazuje slika 20.
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Slika 20. Koncentraciji biomase in substrata v odvisnosti od hitrosti razredCevanja v stacionarnem stanju v
kemostatu brez reciklacije in z njo. Pri izraCunu podatkov za izris krivulj so bili upostevani naslednji

parametri: gmax = 0,5 h!, Ks = 0,01 kg'm>, Yys = 0,5 kg'kg?, So = 2 kg'm>, « = 0,5, 8 = 2,0.
(prirejeno po Doran, 1995)
4.2 Naloga
Simulacija bioprocesa z neprestanim polnjenjem in praznjenjem z uporabo racunalniskega
programa SIMKE. Od 5 vhodnih parametrov (gmax, Ks, Yxs, So, M oziroma ms)
spreminjamo enega in spremljamo potek znacilnih parametrov bioprocesa z neprestanim
polnjenjem in praznjenjem - X, S, Qx. V bioprocesu z reciklacijo spreminjamo
reciklacijsko razmerije «.
4.3 Potreben material

4.3.1 Aparature in oprema

Racunalnik z racunalniskim programom SIMKE.

4.4 Potek vaje
4.4.1 Kemostat brez reciklacije

- Po zagonu programa SIMKE izberemo simulacijo kemostata brez reciklacije biomase in
moznost »trije grafi«.
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- Vhodne parametre bioprocesa dolo¢imo na naslednjih obmodjih:
Hmax = 011_1/4 h_l
Ks = 0,2-5 kg-m™
Yxs = 0,2-0,8 kg-kg™
So = 1-500 kg-m™
M (ms) = 0,001-0,2.
Spreminjamo enega od parametrov, tako da izberemo 3 razlicne vrednosti. Drugi
pogoji (parametri) ostanejo nespremenjeni.

- Na osnovi primerjave graficnih izpisov dolo¢imo vpliv spreminjanja posameznih
vhodnih parametrov na koncentraciji biomase in limitnega substrata v stacionarnem
stanju, volumensko produktivnost in stabilnost sistema (tocka izpiranja).

4.4.2 Kemostat z reciklacijo

- Izberemo simulacijo kemostata z reciklacijo biomase in moznost »trije grafi«.,
- Vhodne parametre bioprocesa dolo¢imo na naslednjih obmocdjih:
Hmax = 011_1/4 h_l
Ks = 0,2-5 kg-m™
Yys = 0,2-0,8 kg-kg™
So = 1-500 kg-m™
M (ms) = 0,001-0,2
r (a) = 0-1.
Spreminjamo le reciklacijski faktor r, tako da izberemo 3 razlicne vrednosti.
- Na osnovi primerjave grafi¢nih izpisov dolo¢imo vpliv spreminjanja reciklacijskega
faktorja r na koncentraciji biomase in limitnega substrata v stacionarnem stanju,
volumsko produktivnost in stabilnost sistema (tocka izpiranja).

4.5 Meritve, izracuni in rezultati
4.5.1 Predstavitev rezultatov

Grafi¢ni prikazi

Odvisnost osnovnih kineti¢nih parametrov bioprocesa z neprestanim polnjenjem in
praznjenjem (X, S, Qx) od hitrosti razredCevanja (D) za:

- bioprocese brez reciklacije (spreminjanje umax, Ks, Yxs, So, M 0ziroma ms)

- bioproces z reciklacijo (spreminjanje r)

4.5.2 Komentar
Rezultate (graficne prikaze pod tocko 4.5.1) komentiramo: kako in predvsem zakaj se

potek osnovnih parametrov bioprocesa z neprestanim polnjenjem in praznjenjem
spremeni, ¢e spreminjamo posamezne vhodne parametre.
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5 RACUNSKE NALOGE

1. V aerobnem submerznem bioprocesu z enkratnim polnjenjem poteka kultivacija
kvasovk Saccharomyces cerevisiae. Med bioprocesom spremljamo koncentracijo
kvasnih celic s Stetjem pod mikroskopom in dobimo naslednje rezultate:

Cas (h) 0 4 8 12 16 20
N (celiccml™)  3-10* 3-10° 9-10° 8-10’ 4-108 4-108

a) IzraCunajte maksimalno specificno hitrost rasti in generacijski ¢as kvasovk.
b) Koliksni sta produktivnost bioprocesa in produktivnost sistema, Ce bioproces tece
20 ur, Cas, potreben za pripravljalne postopke in pobiranje pridelka, pa je 1,5 ure?

2. S stiskanjem grozdja ste pridobili most, ki vsebuje 5-10° celic-ml™ avtohtonih kvasovk,
katerih povprecni generacijski ¢as v danih razmerah je 10 ur. Ker je njihova vrelna
sposobnost slaba, izvedemo inokulacijo s selekcioniranimi kvasovkami Saccharomyces
cerevisiale, ki imajo generacijski ¢as 8 ur, namnozili pa smo jih do koncentracije 1-10°
celic-ml™,.

Dolocite volumen inokuluma selekcioniranih kvasovk, ¢e bo fermentacija potekala v
bioreaktorju z volumnom 20 m?>. Upostevajte, da Zelimo po 4 dneh fermentacije 90 %
dominacijo selekcioniranih kvasovk.

3. S kultivacijo kvasovke Candida utilis v aerobnem submerznem bioprocesu Zelimo
pridobiti kvasno biomaso, uporabno kot proteinski dodatek krmi. Kot gojisce
uporabljamo odpadno brozgo, ki vsebuje 120 g-I'! snovi, ki jih kvasovka lahko izkoris¢a
kot vir ogljika. Bioproces poteka v bioreaktorju z delovnim volumnom 10 m3. Inokulum
pripravimo v pilotnem bioreaktorju z delovnim volumnom 500 |, kjer dosezemo
koncentracijo kvasne biomase 50 g-I™.

a) IzraCunajte koncno koncentracijo in skupni pridelek kvasne biomase v velikem
bioreaktorju, Ce bioproces poteka 12 ur, c¢as podvojevanja biokulture v danih
razmerah pa je 3 ure.

b) KolikSna je koncentracija neizkoris¢enih organskih snovi v brozgi, Ce je izkoristek
pretvorbe substrata v biomaso 0,457

c) Ali je oskrba s kisikom zadovoljiva, ¢e je dosezena koncentracija raztopljenega
kisika v brozgi 0,02 mmol-I", ¢." v danih razmerah je 0,2 mmol-I}, k.a je 180 hY,
specifi¢na hitrost respiracije pa 0,8 mmol-g*-h''?

4. Melaso, ki je stranski produkt pri proizvodnji sladkorja, Zelimo uporabiti kot surovino
(vir C in energije) za biotehnolosko proizvodnjo tehni¢nega etanola s kvasovkami.

IzraCunajte potrebno koli¢ino melase, ki vsebuje 40 % saharoze, za dnevno
proizvodnjo 10 m> 96 vol % etanola, ¢e je dejanski izkoristek bioprocesa 90 %.
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Za biotehnolosko proizvodnjo etanola s kvasovko Saccharomyces cerevisiae smo izbrali
anaerobni bioproces z neprestanim polnjenjem in praznjenjem (kemostat).

a) Produktivnost bioprocesa glede na biomaso je 0,2 g-I"*-h™! pri hitrosti razredéevanja
0,10 h™l. Izradunajte porabljeno koli¢ino substrata za tvorbo biomase, ¢e znasa
izkoristek pretvorbe substrata v biomaso 0,20. Koncentracija limitnega substrata v
napajalnem toku je 90 g-I™*.

b) Izracunajte koncentracijo etanola v izhodni brozgi, ¢e se preostali sladkor porabi za
tvorbo etanola in je izkoristek pretvorbe substrata v etanol 0,45.



Priloga 1: SEZNAM SIMBOLOV

simbol pomen enota
rx hitrost rasti mikroorganizmov kg-m3.ht
X koncentracija biomase kg-m3
u specifi¢na hitrost rasti ht
Hmax maksimalna specificna hitrost rasti ht
t cas h
Xo zaCetna koncentracija biomase kg-m™3
tq cas podvojevanja, delitveni ¢as, generacijski ¢as h
S koncentracija limitnega substrata kg-m™3
Ks konstanta nasicenja (zasi¢enja) kg-m3
p specifi¢na hitrost odmiranja ht
rs hitrost porabe substrata kg-m3.h?
ms koeficient vzdrZzevanja vzdrzevanja (specificna hitrost porabe KQsubstrata* KGbiomase * *h™
substrata za vzdrzevanje)
Yxs izkoristek substrata za nastanek biomase kg-kg™
P produktivnost kg-m3.h!
Py produktivnost bioprocesa za biomaso kot produkt kg-m3-ht
ty ¢as potreben za pripravljalne postopke h
t Cas potreben za zaklju¢ne postopke h
Pxsistema produktivnost sistema za biomaso kot produkt kg-m3.ht
T temperatura °C
Teso transmitanca (propustnost) pri valovni dolzini 650 nm %
N koncentracija celic celic-ml?
log N desetiski logaritem koncentracije celic -
PpH -
Cglukoze koncentracija glukoze gt
Asao absorbanca pri valovni dolZini 540 nm -
YetoHs izkoristek substrata za nastanek etanola kg-kg*
Peton produktivnost bioprocesa za etanol kot produkt kg-m3-ht
AA amiloliti¢na aktivnost -
Asoo absorbanca pri valovni dolZini 600 nm -
Cvz. koncentracija skroba v vzorcu (nerazgrajen skrob) mg-ml!
Csl. vz. koncentracija Skroba v slepem vzorcu (celokupni Skrob) mg-ml?
Ac koncentracija razgrajenega Skroba mg-ml!
Cakroba koncentracija Skroba mg-ml!
R redcitev -
CaL koncentracija komponente A v tekocini g ali mol-m
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ChaLi koncentracija komponente A na fazni meji g ali mol-m™

Chac koncentracija komponente A v plinu g ali mol-m=
Chai koncentracija komponente A na fazni meji g ali mol-m™
Na snovni tok (fluks) komponente A g ali mol-m3.s
Nac snovni tok (fluks) komponente A skozi plast plina g ali mol-m3.s?t
NaL snovni tok (fluks) komponente A skozi plast tekocine g ali mol-m3.s*
kg koeficient snovnega prestopa (snovna prestopnost) v plinski fazi m-s™?

ki snovna prestopnost v tekodini m-s!

a medfazna povrsina m?-m3

m porazdelitveni (distribucijski) faktor -
Kg-a snovna prehodnost v plinski fazi st
K. -a snovna prehodnost v tekocini st
k.-a volumenski koeficient snovnega prestopa st
C'ac ravnotezna koncentracija (topnost) komponente A v plinu g ali mol-m
C'a ravnotezna koncentracija (topnost) komponente A v tekocini g ali mol-m
DPac parcialni tlak komponente A v plinu g ali mol-m
He Henryjeva konstanta -

go specifi¢na hitrost porabe kisika Mol O3+ Ghiomase **S™*
Ckr kriti¢na koncentracija raztopljenega kisika g ali mol-m
Qo hitrost porabe kisika na volumsko enoto brozge mol 0,-m3.s?
Xmax maksimalna koncentracija biomase kg-m3

(KL'@)wr minimalni oz. kriti¢ni k.-a st

pO, parcialni tlak kisika g ali mol-m
Ca ravnoteZne koncentracije raztopljenega kisika g ali mol-m™
Vy delovni volumen bioreaktorja m?3, dm?

T zadrzevalni ¢as h

D hitrost razredcevanja (redcenja) ht

m masa kg

m porazdelitveni (distribucijski) faktor -

F pretok m3-h

F, vstopni (pre)tok m3-ht

F. izstopni (pre)tok m3-h

1% volumen m?3

ko konstanta odmiranja oz. specifi¢na hitrost odmiranja ht

S koncentracija limitnega substrata kg-m3

gr specifi¢na hitrost nastanka produkta P ht

Yps izkoristek substrata za nastanek produkta P kg-kg™

Py koncentracija produkta v vstopnem toku v bioreaktor kg-m



D kr

Qx
Dopt

m ™ =

x

koncentracija produkta

kriti¢na hitrost razred¢evanja (redcenja)
volumenska produktivnost

optimalna hitrost razred¢evanja (redc¢enja)

reciklacijsko razmerje, reciklacijski faktor, koeficient reciklacije,
separacijska konstanta

reciklacijsko razmerje, reciklacijski faktor, koeficient reciklacije,
separacijska konstanta

koncentracijski faktor za biomaso
pretok reciklacijskega toka (?)

koncentracija biomase v reciklacijskem toku (?)

kg-m”
h—l
kg-m>3-ht

m?3-ht

3

kg-m”
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Priloga 2: GOJISCA

Priloga 2.1. Sinteticno kompleksno gojiS¢e za kvasovke (Vaja 1)

kvasni ekstrakt 49

baktopepton 49

glukoza A-20, B-50, C-100, D-150, E-200 g
destilirana voda do 1000 ml

Priloga 2.2. Sladni agar z dodatkom $kroba (SAS) (Vaja 2)

kvasni ekstrakt 49

glukoza 49
sladni ekstrakt 30g
Skrob 54
agar 20 g

destilirana voda do 1000 ml

Priloga 2.3. Sestava gojiSCa za aerobno submerzno kultivacijo kvasovk v bioprocesu z
enkratnim polnjenjem (Vaja 3)

kvasni ekstrakt 5g
saharoza 10g
destilirana voda do 1000 ml
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Priloga 3: RAZNO

Priloga 3.1: Topnost kisika v vodi pri razli¢nih temperaturah in parcialnem tlaku kisika

topnost kisika v vodi (kg-m™)
T(°C)
tlak kisika je 1 atm tlak zraka je 1 atm

0 7,03-10 1,48-1072
10 5,49-10%2 1,15-10%2
15 4,95-107 1,04-107
20 4,50-107 9,45-1073
25 4,14-1072 8,69-1073
26 4,07-107 8,55-107
27 4,01-1072 8,42-1073
28 3,95-107 8,29:107
29 3,89-1072 8,17-1073
30 3,84-1072 8,05-1073
35 3,58:107 7,52:10°
40 3,37-107 7,07-107

Priloga 3.2: Prikaz poteka znacilnih parametrov bioprocesa z neprestanim polnjenjem in
praznjenjem (X, S, Qx) v odvisnosti od hitrosti razredCevanja (D) pri
razliénih umax v racunalniskem programu SIMKE

MiImax (h-1)
K3

Y (gcelicr/g)
50 (gr1)

M

S,X(gs1)
DX(g-1h)

0.500
3.000
0.690
400 .000
0.005

SIMULACIJA ODPRTEGA BIOPROCESA

- KEMOSTAT -
MImax (h-1) = 1.000 MImax (h-1)
KS = 3.000 K3
Y (gcelicrsg)= 0.690 ¥ (gcelicr/g)
50 (gs1) =400.000 S0 (gr1)
M = 0.005 M

1.500
3.000
0.690
400 .000
0.005

tGEN
(h)
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Priloga 4: POROCILO O OPRAVLIENI VAJI

Porocilo o opravljeni vaji piSemo na bele liste formata A4.

Porocilo vsebuje naslednje podatke:

1. Ime in priimek Studenta
2. Skupina

3. Datum opravljanja vaje

in je zgrajeno iz naslednjih osnovnih poglavij:

Naslov vaje
Namen vaje
Meritve, izracuni in rezultati

Diskusija

v A W=

Literatura
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