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1.UvOD



1. Uvod

Bioprocesi se mogu podijeliti u dvije velike skupiruzgoj navrstim supstratima
(eng. solid state fermentation, SSF) i submerzngopz(eng. submerged liquid
fermentation,SLF). (Mitchell i sur., 2002) Kod uzgoja rarstim supstratima (SSF)

nema slobodno teke vode, za razliku od submerznog uzgoja (SLF).

Tradicionalni oblici SSF-procesa prakticiraju s& jod davnina za dobivanje
fermentirane hrane i . Meaiutim primjena SSF u sklopu moderne biotehnologije
poprilicno je ograniena, a tijekom 20. stolja SSF je relativho zapostavljen. Razvoj
suvremene biotehnologije do sada je bio usmjerésvagm na tehnologije u kojima je
bio zastupljen submerzni uzgoj, koji se pokazaoopogim za veéinu proizvoda
(Mitchell i sur., 2002).

Medutim, u odréenim okolnostima, i za odiene proizvode, SSF je svakako
prikladna, a ponekad i bolja opcija. Na primjeri proizvodnji fungalnih enzima ili
spora je vé prinos ili su bolja svojstva proizvoda ukoliko &eriste SSF-sustavi.
Nadalje, kada je prioritet zbrinjavanferstog organskog otpada iz poljoprivrede ili
prehrambene industrije, onda upravo SSF oréaigunjegovo koriStenje bez zahtjevnih
postupaka predobrade. (Mitchell i sur., 2006).

Vecinu poljoprivredno-industrijskog biljnog otpada, jk&konstantno nastaje po
cijelome svijetu,¢ine lignocelulozne sirovine. Umjesto da se ove ohive sirovine
spaljuju, mogu se koristiti kao jeftina biotehndassirovina za razlite SSF-procese.
(Mussatto i sur., 2009). S obzirom na globalno pretu vaznost i potencijal SSF-
tehnologije, tijekom zadnjih desetlg zabiljeZzen je nagli porast broja provedenih
istrazivanja i objavljenih radova iz tog podia (Pandey i sur., 2000; Thomas i sur,
2013).

Stoga su ciljevi ovog zavrSnog rada:
» dati teorijski pregled uzgoja r&rstim supstratima;
» prikazati tipove bioreaktora koji se pritom moguikoti;

» navesti primjere proizvoda koji se mogu dobiti oviak postupcima.



2. TEORIJSKI DIO



Teorijski dio

2.1. Definicija i znatajke uzgoja nacvrstim supstratima

Uzgoj nacdvrstim supstratima (eng. solid state fermentat®8F) podrazumijeva uzgoj
mikroorganizama na materijalu koji gotovo ne sadiZuopée ne sadrzi, slobodnu vodu. U
takvim sustavima, voda se nalazi u obliku vliagetantesticacvrstog materijala, a moze biti
i u obliku tankog filma na povrSirdivrstih ¢estica ili u obliku kapljica izmdu ¢vrstih ¢estica.

U svakom sldaju, u prostoru izm#u cestica vodena faza je diskontinuirana, a prisuéna |
kontinuirana plinovita faza (Slika 1)Xvrsti materijal je naje¥e izvor ugljika i drugih
nutrijenata, ali moze se provesti i dodatno prifivanje. U nekim sldajevima, ¢vrsti
materijal jecak potpuno inertan i sluzi samo kao nfsa kojemu je apsorbirana hranjiva
otopina (Mitchell i sur., 2006; Thomas i sur., 213

Kad bi brogano izrazili odnose iznd@ ¢vrste i tekde tvari u SSF-sustavima, mogli bi
re¢i da se maseni uditvrste tvari krée izmetu 20 i 70 %. Za razliku od submerznog uzgoja
(eng. submerged liquid fermentatiddl.F), gdje kol¢ina ¢vrste tvari rijetko prelazi 50 g/L
(Sto je manje od 5 % masenog udjela) (Mitchellri,s2002).

kapljce wode u
medudestitnim ™,
~prostorima 4

>/liwste

cestice

-
plinowita A
Faza biofilin
- . -'-'-FF-
WO 1t et
fungalne ST
Life ap sorbiratd u festic

Slika 1. Zna&ajke uzgoja na&vrstim supstratima: raspored vlazrirstih ¢estica i plinovite
faze u SSF-sustavima kod uzgoja filamentoznih aegama (lijevo), odnosno jednostanih
organizama (desno) (Mitchell i sur., 2006).
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2.1.1. Povijest SSF-procesa

Tradicionalni oblici SSF-procesa, koriSteni za dabije fermentirane hrane i dai,
spadaju u najstarija znanja dostupftajeku i sezu joS u prapovijest (Singh i sur, 2008)
Ovom drevnom postupku je tijekom posljednja dvaetlgga posvéeno viSe pozornosti, s
obzirom na njegovu sposobnost i uspjeh kod viseaviermentacijskih procesa, ukipjuci
upravljanje ¢vrstim otpadom, éuvanje energije biomase i proizvodnju sekundarnih
metabolita (Ali i Zulkali, 2011). Tablica 1 daje dtak pregled povijesnog razvoja SSF-

procesa.

Tablica 1. Povijest i razvitak uzgoja navrstom supstratu (SSF). (Ali i Zulkali, 2011).

Period Razvojni proces

2600. pr.Kr. Egipani proizvode kruh

2500. pr.Kr. Fermentacija/konzerviranje ribe pém8eera, Skroba, soli itd.;
koji proces

1000. pr.Kr. Proizvodnja sira por&oPenicillium roqueforti u Aziji

7.st. Budistiki svetenici prenoséoji proces iz Kine u Japan;

proizvodnja octa iz komine

18.st. Galna kiselina, koristi se u Stavljenju kdigkarstvu itd.
1860.-1900.g. Obrada kanalizacije i otpadnih voda

1900.-1920.g. Fungalni enzimi (uglavnom amilazejidnakiselina (eng. kojic acid)
1920.-1940.9. Fungalni enzimi, glukonska kiselifementor s rotirajéim bubnjem;

limunska kiselina

1940.-1950.g. lzuzetan razvitak u fermentacijskajustriji. Proizvodnja penicilin

182

pomaiu SSF i submerznog uzgoja.

1950.-1960.g. Transformacija steroida péméultura funga
1960.-1980.g. Proizvodnja mikotoksina; krmiva obige proteinima
1980.-danas Razni drugi proizvodi poput alkohoiberglinske kiseline itd.

Razlkiti proizvodi dobivali su se SSF-procesima u drawnggiptu i Kini (Chen i Zhu,
2013; Anonymus 1, 2015; Anonymus 2, 2015). Nekingd su kinesko vino, fermentirano

tijesto, ocat, sojin umak, sufu (fermentirani tofi@rmentirana zrna soje (tzv. natto).
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Japanskkoji proces je nastao na temelju kineskog procesagpesiog preko budista, a
obuhva&a razne oblike fermentacije hrane, @l ukljutujuci plijesan Aspergillus oryzae.
Neki poznati primjeri azijske hrane igai proizvedene takvim procesom su japamsigo
(fermentirana pasta od soje), sake (alkoholni aéipiobiven od rize) i indonezijskempeh
(fermentirana zrna soje &vrstom obliku kolga) (Chen i Zhu, 2013; Mitchell i sur., 2002;
Anonymus 3, 2015).

Zapadnj&ki primjeri tradicionalnih procesa su tzv. plavi ¢sir unutar kojeg je porasla
plemenita plijesan) i sirevi Camembert i Brie, r@irtka plijesan raste po vanjskoj povrsini.
Klasi¢no siliranje je takder anaerobni SSF-proces kojim se poljoprivrednnbinaterijal
(kukuruzovina, trava, mahunarke i sl.) koji sadtai- 40% suhe tvari gusto pakira u silose,
radi istiskivanja zraka iz materijala i postizartgmperature 25 - 30°C tijekom procesa
(Mitchell i sur., 2002).

Kompostiranje tehiki pripada SSF-procesima, théim zbog razlika u nekim
parametrima procesa, @éhb se tretira kao zaseban proces. Za razliku adntg SSF
procesa, kod kompostiranja su pozeljnéiveorasti temperature, Sto pomaze u &avanju
rasta patogena. Tafer, tako je potaknuta sukcesija raigih mikrobnih populacija, koje
razgraluju razlite organske komponente kompostiranog materijaligctll i sur., 2002).

Nakon tradicionalnih procesa, razvoj SSF-tehnotogge sve viSe usmjeravao na
neprehrambene proizvode. U 40-tim godinama 20jestolproizvedeni su prvi enzimi i
organske kiseline, a uslijed svjetskog rata i gane potraznje antibiotika, potaknuto je i
njihovo dobivanje SSF putem (Chen i Zhu, 2013).

Od kasnih 70-tih godina 20. stalge poj&davao se interes za SSF i prdeoa su
istraZivanja o potencijalima ovako dobivenih praida. Danas se modernim Sgéstupcima
dobiva Sirok spektar biotehnoloskih proizvoda, k$im su enzimi, organske kiseline,
antibiotici, vitamini, hrana i krmiva, male orgamskiolekule, arome, pigmenti, biopolimeri,
biopesticidi, a provode se industrijski bioprocesi poput biorejaege i biopulpinga
(Mitchell i sur., 2002; Pandey i sur., 2000).

2.1.2. Usporedba uzgoja ndvrstim supstratima (SSF)
| submerznog uzgoja (SLF)

Uzgoj nacvrstim supstratima po mnogim se karakteristikandikaje od submerznog

uzgoja. Usporedba tih karakteristika prikazana Jeahblici 2.
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Tablica 2. Usporedba uzgoja né&vrstim supstratima (SSF) i submerznog uzgoja (SLF)

(Mitchell i sur., 2002).

Uzgoj nadvrstim supstratima (SSF)

Submerzni uzgoj (SLF)

Za dobivanje nekih proizvoda pogodna
samo mala vlaznost. Nije primjenjivo

uzgoj organizama koji trebaju slobodnu voc

jmnoge proizvode najbolja je proizvodnja
SLF.

Joze se koristiti za Sirok raspon proizvo
y&0je proizvode raztiti mikroorganizmi. Za

da

Medij je relativno jednostavan (npr. zrno
neobra@en. Sadrzi sve potrebne hranji
sastojke, ili se dodatno vlazi mineralng
otopinom. Predobrada je jednostavna kao
meljava ili kuhanje. Méutim, supstrat moz
biti promjenljiv.

Medij cesto sadrzi w8 broj visokoobrdenih
veastojaka 1 zato je skuplji. Neoldeme
pastojkecesto treba obraditi radi ekstrakcijé
hptapanja hranjivih tvari. Definirana podlo
comogueuje dobru reproducibilnost.

2 |

ja

Niska dostupnost vode pomaze selekci
prevenciji rasta kontaminanata.

i Aktivitet vode je obino vrlo visok i razni
kontaminanti mogu dobro rasti.

Hranjive podloge su koncentrirane
omoguuju uporabu manjih bioreaktora, §
donosi véu volumetrijsku produktivnostak
i kod nizih prinosa biomase i brzina rasta.

Hranjive podloge su razrijgene i zato
taauzimaju vée volumene,

manju volumetrijsku produktivnost.

Sto uzrokuje

Visoke koncentracije supstrata mogu d
visoke koncentracije produkta.

afisoke koncentracije supstrata mogu dov
do reoloSkih problema. Zato mogu &
potrebni sustavi za prihranjivanje.

b St
iti

Aeracija zahtijeva manje energije jer su n
tlakovi. Prijenos plina je lakSi jetestice
imaju veliku povrsinu.

ikloze zahtijevati visoke tlakove zrak
Prijenos plina iz plinovite u teku fazu je
spor, moze biti ogradavajti faktor.

a.

Nemoguie je mijeSanje unutafestica i rasl
moze biti limitiran difuzijom nutrijenata.

Moguée je snazno mijeSanje, a difuz
nutrijenata naese nije limitirajuca.

ja

Moguénost odvdenja metabotike topline je
ograntena, Sto vodi do problem
pregrijavanja.

Visoki udio vode i véa razrijelenost
alakSavaju regulaciju temperature.

Kontrola procesa je otezana zbog potéak®
on-line mjerenjem i mjerenjem biomag
TeSko je dodavati sastojke tijekom procesa

Dostupni su mnogi on-line senzori i razvije
b&se novi senzori. Moze se dodavati sastq
..radi kontrole procesa.

ju
jke

Downstream-procesi mogu biti jednostavr
jer su produkti koncentriraniji. Miitim
ekstrakti se mogu kontaminirati sastojci
supstrata.

nipownstream-procesi zahtijevaju uklanjat
velikih volumena vode i skupi su. Metim
maz definirane podloge olakSano
prociS¢avanje proizvoda.

nje

je

Kinetika rasta i fenomeni transporta su slz
istrazeni.

lostupno je mnogo informacija o kinetic
transportu, koje daju smjernice za dizajn i
bioreaktora.

i
rad
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2.2. Supstrati i sirovine za SSF

Sirovine za uzgoj n&vrstim supstratima uglavnom su poljoprivrednog jeéta. Cesto se
samo minimalno obtiju, tako da se krupniji poljoprivredni ostaci samelju ili sjeckaju.
To ponekad vodi do problema heterogenosti: na prinako gomoljastu biljku usitnimo, neke
cesticec¢e potjecati iz unutrasnjosti gomolja, a drugepotjecati od kore, pée cestice biti
razlicitog sastava. Kvaliteta i sastav se idomogu razlikovati izm#u Sarzi budéi naime,
svaka billka ima specifna genetika obiljezja i raste u spedaifioj mikrookolini. Razlike
postoje i izmdu razliitih berbi. Nadalje, uvjeti predobrade, npr. prlik Zelatinizacije
Skroba i razaranja kristalne strukture celulozemueaju se jednako odraziti na siestice,
Sto moze utjecati na kasniji rast mikroorganizaMaahell i sur., 2002).

Mitchell i sur. (2002) svrstavaju sirovine za SSRskupine, a kao kriterij uzimaju
glavne izvore ugljika koje te sirovine sadrze:

» Skrobne sirovine (sadrze Skrob kao glavni izvoyik);
» lignocelulozne sirovine (sadrze celulozu i lignatetu kao glavni izvor ugljika);

» sirovine koje sadrze uglavnom topljivetéee.

2.2.1. Skrobne sirovine

Samo mikroorganizmi koji posjeduju amilaze moguistitr Skrob kao supstrat, a najbolje
¢e ga razgraditi kombinacija glukoamilazazdamilaza (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i
Berovit., 2003). Skrobne sirovine koristene u SSF-procasiijucuju rizu, manioku (lat.
Manihot esculenta, eng. cassava) (Slika 2), pSame i rizine mekinje koje joS sadrze ostatke
zrna, krupicu manioke, kukuruznu krupicu, sjememiadide, ostatke batata (eng. sweet
potato) i bananinu krupicu. Neke od ovih sirovim@put rize, predstavaljaju kompletnu
hranjivu podlogu za rast mikroorganizama. ddém drugima treba dodati neke nutrijente
(npr. manioki se dodaje izvor dusSika).
Za Skrobne sirovine moZze biti potrebna predobrdaga moze ukljdivati razlicite
postupke (Mitchell i sur., 2002):
» kuhanije ili parenje radi zelatinizacije Skroba;
» meljava, struganje ili sjeckanje radi usitnjavatgatica,
> perlanje” (eng. pearling) radi pretvorbe finog Ipeau cestice promjera vise
milimetara,

» lomljenje zrna rize ili pSenice, kako bi se unutjast winila dostupnijom.
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Problem koji se javlja kod Skrobnih sirovina je pljgzost, Sto mozZe dovesti do
aglomeracijeestica. Taonemoguava pristup zrakutako ometa rast radnog mikroorganizma
(Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berovi, 2003).

Slika 2. Manioka (lat.Manihot esculenta, eng. cassava) (Anonymus 4, 2015; Anonymus 5,
2015)

2.2.2. Lignocelulozne sirovine

Istrazivani su raziiti SSF-procesi u kojima su koristene lignocelulezirovine kao Sto
su npr. slama pSenice i rize, kukuruzovina, pSenimekinje, pulpa $erne repe i drvo
(Mitchell i sur., 2002). Glavne sastojke lignoceluih materijal&ine 3 prirodna polimera, a
to su celuloza, hemiceluloza i lignin, koji tvorerRpleksnu strukturu (Slika 3) (Lackayi
2012;Adapa i sur., 2009).

Celuloza

snopov / e Hemiceluloza
celuloze

Slika 3.Struktura lignoceluloznih materijala (Adapa i s@009).
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Neki SSF-procesi uklguju razgradnju celuloze, a u tom &hu se koriste radni
mikroorganizmi koji mogu proizvesti celuloie enzime. Zadinkovitu razgradnju celuloze,
potrebna je sinergiska aktivnost viSe celulaza (egz@-1,4-glukanaze, endog-1,4-
glukanaze if-glukozidaze) (Mitchell i sur., 2002; Lacka@yi2012). Proveden je velik broj
istrazivanja SSF-procesa na lignocelulozi radi prodnje celulaza i drugih hidrokkih
enzima (Mitchell i sur., 2002).

Velik broj istrazivanja SSF-procesa na lignocelulbio je usmjeren na obogaanje
sirovine proteinima kako bi se dobila krmiva zaZprece, ili na proizvodnju celulaza i drugih
hidrolitickih enzima (Mitchell i sur., 2002).

Cilj nekih drugih procesa je obagaanje lignoceluloznih sirovina proteinima kakod®
dobila krmiva za prezive, (Mitchell i sur., 2002) pa se preferira razgjadignina, dok se
razgradnja celuloze i hemiceluloze nastoji svesti minimum. Tako se povava
probavljivost lignoceluloznih materijala. Glavnizm koji sudjeluje u razgradnji lignina je
lignin-peroksidaza. Obzirom da lignin ne moze Jadini izvor ugljika i energije, lignolitiki
fungi takater razgrduju i dio celuloze i hemiceluloze (Mitchell i Berigy 2003).

Lignocelulozne sirovine obmo zahtijevaju zn@jnu predobradu, da bi se razorila
struktura molekula celuloze i lignina. Sirovine selju do velgéine cestica 1-2 mm radi
razaranja stannih stijenki i povéanja povrSine. Pored toga se parenjem pod poviSenim
tlakom razara struktura celuloze, a ponekad s pravodi i kemijska predobrada dodatkom
kiseline ili luzine (Mitchell i sur., 2002).

Pored lignina, celuloze i hemiceluloze, sastoje ag& niza manje zastupljenih
komponenata, kao Sto su proteini, terpenska ulggsnm kiseline i njihovi esteri te anorganske
tvari (uglavnom spojevi duSika, fosfora i kalija)afge, 2007). Méutim, zbog razlitih
ekoloSkih i genetkih ¢imbenika, udjeli navedenih jedinica razlikuju se sidovine do
sirovine (Sluiter i sur., 2010).

Kombinirani &inak triju najzastupljenijin komponenata, celuloZd0 - 50%),
hemiceluloze (25 - 35%) i lignina (15 — 20 %), dpgdinstvena svojstva sirovini (Bek i
sur., 2012), pa lignocelulozne sirovine Kkarakteaizivelika cvrstota, zapaljivost i

biorazgradivost.

2.2.2.1. Celuloza

Celuloza, (GH100s)n je polisaharid D-glukoze, netopljiv u vodi i orgdm otapalima.

Glukozne jedinice unutar lanaca celuloze povezang-%4-glikozidnom vezom (Slika 4),
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dok se hidroksilne skupine @hgsobno povezuju tvoée vodikove veze koje stabiliziraju
strukturu celuloze, budu da omogdavaju formiranje kristalne strukture (Palonen, 2004
Stupanj polimerizacije celuloze je broj glukoznddinica povezanih unutar molekule, a ovisi

o vrsti sirovine i ohino je izmeu 7000 i 15000.

___DH OH

CH

Slika 4. Kemijska struktura celuloze (crtkane linije pred$tgu vodikove veze)
(Kubicek, 2013).

Unutar starine stijenke sirovina biljnog podrijetla, celulozee jpovezana s
hemicelulozom i ligninom. Zbog toga oslalaaje celuloze u cilju dobivanja fermentabilnih

Se&tera (glukoze) iz takve struktuéesto predstavlja tehnoloski izazov (Palonen, 2004).

2.2.2.2. Hemiceluloza

Naziv hemiceluloza obuhva necelulozne i nepektinske heteropolisaharideicstan
stijenke, koji se mausobno razlikuju prema ugljikohidratima kofine njihovu glavnu
okosnicu (Wyman i sur., 2005). Ovisno o vrsti lljifazi razvoja te vrsti tkiva javljaju se
razliciti oblici hemiceluloze, wiji sastav, osim najzastupljenijih & abD-manoze D-ksiloze,
ulaze i D-glukoza, D-galaktoza,L-arabinoza, te glukuronska, octena, ferulinska ikiael
manani.

U mekom drvetu glavnu okosnicu izgtge manoza, néije se lance nadovezuju jedinice
glukoze i galaktoze, dok u tvrdom drvetu i travaolkosnicu predstavljaju lanci ksilana
povezani s bé&nim lancima arabinoze i glukuronske kiseline (Han309). Zahvaljujci
bo¢nim grupama vezanim na glavhu okosnicu ondego je Kkovalentno vezanje
hemiceluloze i lignina. lako iznde celuloze i hemiceluloza ne postoji kovalenthaayez
kumulativni w&inak vodikovih veza i van der Waalsovih sila omége njihovu povezanost.

Stupanj polimerizacije hemiceluloze je &b izmeiu 70 i 200 (Palonen, 2004). Na slici 5

9
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prikazan je ksilan, dominantni oblik hemicelulozgiae biljnih vrsta koji izgrduje 1/3 biljne
biomase (Wyman i sur., 2005). Okosnicu ksilgire jediniceD-ksilopiranoze povezarng-
1,4glikozidnom vezom, dok grupe bacnim lancima mogu biti razite.

arabinofuranoza

acetilna
skupina

jedinice Ksiloze

| ~—CHy | \
[ !
|- g 1—= " B -._— . " E1—4 " ) " ;-___. | 3.: : .
ﬁ A4—c AH /_—(0 /NH OH 0 \H 0. M 0F \H S\ AU SR Fa \
g Y gl gy v ot w ¥R VN 4 il ‘J(::HH w Y UG L Y G H H
H UH H \ HoooH H A, . S
O\ 'OH Jp E L

o N i O, /
he M p i ~CH; | }:/al_"—c /
I i 0 KGE
Ay \'_/ H e abiln: : Ny Y—
ot T | acetilna P% 4 om
skupina

glukuronska kiselina glukuronska kiselina

Slika 5. Struktura ksilana (Mussatto i sur., 20l

2.2.2.3. Lignin

Lignin je naziv za veliku skupinu aromatskih poli@ekoji nastaju maéusobnim
povezivanjem 4idroksifenilpropana (Vanholme, 2010). Biljke nakzavrSenog rasta
sintetiziraju lignin (Hames, 2009), ali njegova siteza moZe biti inducirana uslijed raz
stresnih biotikih i abiotickih uvjeta (ranjavanje, infekcija patogenima, metaiki stres ili
poreméaj funkcije stanine stijenke) (Vanholme2010), izcega se moze zakfii da lignin u
stantnoj stijenci, osim strukturne ima i zastitnu uloguwekursori fenilpropanskih jedinica

koniferil-alkohol, p-kumaril-alkohol i sinapi-alkohol (Slika 6).

-~ CH,OH " Men ,OH - CHOH
tlil 0
I |
OH ¢y, e, OH  cn,
a) b) c)

Slika 6. Prekursori kod biosinteze lignina (Sederoff i stif99; Anonymus 6, 201-

a) 4-hidroksi-3metoksicinam-alkohol (koniferil-alkohol);
b) 4-hidroksicinam#alkohol (-hidroksicinamil-alkohol, kumarialkohol);

c) 4-hidroksi-3,5dimetoksicinam-alkohol (sinapil-alkohol).
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Unata cinjenici da je lignin hidrofoban, hidroksi- i metsikskupine unutar njegove
strukture omogéavaju interakcije s celulozom (Palonen, 2004). I&tma lignina je
nepravilna i ovisi o biljnoj vrsti. Slika 7 prikapunajlestaliju strukturu i funkcionalne grupe

lignina mekog drveta.

Lignin
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H:u--.r"ll'“ 4 mEtDkS’a"EﬁE;;a C"—(:HG
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hldm si- skupina (} \
=
d { \
P DI.-'-E|
I"-."_‘.‘"'ﬂ“‘H-ﬁ" ,©/ _’_J- O JHI
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fem:rlnaI"uu:irtzllér.frllnaHﬂ.__:)n,_ffr':11 cae {CHO)
skupina

x-:___f‘“ Chie

Slika 7. Struktura lignina u mekom drvetu; istaknute su asiapljenije funkcionalne grupe
(Palonen, 2004).
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2.2.3. Sirovine koje sadrze uglavnom topljive $ere

Cvrsti supstrati sa visokim udjelom topljivin&ea ukljuiuju groani trop, slatki sirak

(lat. Sorghum saccharatum, eng. sweet sorghum), krmnu i¢8enu repu, otpatke ananasa,

mahune rogéa i pulpu kave (Mitchell i sur., 2002).

a1 T ! o8 4 -

(W, €

Slika 8. Slatki sirak (lat.Sorghum saccharatum) (Anonymus 7, 2015)
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2.3. Svojstvacestica sirovine u SSF-bioreaktoru

Najvaznije fizikalno svojstv@estica je njihova vealina, o kojoj ovisi omjer povrsine i
volumena supstrata, kao i weha melucestcnog prostora (Mitchell i sur., 2002).
Mikroorganizam se inokulira na povrSigastica i zato u peetku moze rasti samo povrsinski.
Zato omjer povrSine i volumend&estice odréuje koliki dio supstratace biti dostupan
mikroorganizmu. S druge strane, prostordmeesticama je takier bitan. Ako je on malen,
onda se moze brzo popuniti micelijem funga, Stdikeegrantava difuziju i uzrokuje velike
padove tlaka u aeriranim sustavima. Tédo ako su prisutnéestice razlitih veli¢ina, onda
¢e manjecestice popunjavati prostor iz vetih ¢estica, smanjuijti tako ukupni volumen
meducestinog prostora. Stoga optimalna vela cestica predstavlja kompromis izthe
dostupnosti nutrijenata i pristupa kisika. t&fa velkina ¢estica koriStenih u SSF-sustavima

je urasponu od 1 mm do 1 cm (Mitchell i sur., 2002

Oblik cestica, zajedno s njezinom v@tiom utj&€u na omjer povrsine i volumergastice
supstrata.Cestice s ravnim povrsinama, kao 3to su kocke, rginee ili ¢ak izduZene
pravokutne prizme, mogu imati velike omjere poweSirvolumena, ali one imaju tendenciju
da leze zajedno, dok je h&€estni porostor vrlo maliKonzistencija icvrstota cestica je
bitna, jer se supstrat moze deformirati pod tezinsupstrata koji je iznad njega, pa

meducestini prostor nestaje (Mitchell i sur., 2002).

Cesticedvrstog materijala u SSF-sustavima sadrze jednuidk vrsta polimera koji im
daju ¢vrstatu (Lackovt, 2012). Ako je strukturni polimer ujedno i izvogljika i energije,
tada ¢e se njegovom razgradnjom naruSiti struktdestica, odnosno njihova véla i
svojstva. To se e dogoditi u sldajevima kad polimer predstavlja samo matriks unutar

kojeg je impregniran topljivi supstrat (Mitchelsur., 2002).

Pri rastu jednostagmih mikroorganizama naeistanéni prostori su jasno definirani, a
biofilm se tretira kao digestice. Kod uzgoja filamentoznih funga razlikujetag. zrane
hife, hife koje na povrSiniestice tvore biofilm te penetracijske hife. Mrezacmih hifa raste
u meiucestEnom prostoru, unutar plinovite faze, a penetraeijsite su one koje su prodrle u
¢vrsti matriks. Hife koje tvore biofilm nalaze sen&d ¢vrste povrSine, ali su potopljene u
tekwi sloj na povrsiniestice. Ovisno o dosegu ovog filma, stabiliziramagzom hifa, hife

koje tvore biofilm mogu predstavljati z&gni udio ukupne biomase (Mitchell i sur., 2006).
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PovrSinacestica, koja predstavlja granicu izéepenetracijskih hifa i biofilma, moze biti
nejasna, posebno u &aju kada mikroorganizam razgrge strukturni polimer. U svakom
slieaju, najvéa koncentracija biomase funga je @im direktno iznad i direktno ispod
povrSinecestice, gdje su istovremeno dostupni i nutrijentsupstrata i kisik iz plinovite faze
(Mitchell i sur., 2006).

Na Slici 9 mozemo vidjeti fizikalnu strukturu SSEssava unutar bioreaktora, odnosno
prostorni raspored biomase (Mitchell i sur., 200&ckovic, 2012).
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- prazan prostar

podloga [Cestice,biomasa,
prazan prostor)

i stijenka biocreaktora
prazan prostor

prazan prostor moze biti djelomictno
ispunjen vodom, ali voda ne £ini ispunjen
kontinuiranu fazu | bicmasom

.,

zratne
hife

biofilm
k)

ylaine Cestice

penetracijske hife

~ tanki tekudi film =3 - - _,T
| "bicfilm hifama" . =

. . Biofilm ==stanice i voda
zraLne hife

Slika 9. Faze prisutne u SSF-bioreaktoru (Mitchell i subQ&, Lackovt, 2012):

a) makroskopski prikaz;
b) mikroskopski prikaz — s lijeva na desno slike ptadaljaju neinokulirani supstrat,

rast filamentoznih funga i jednostanih organizama poput kvasaca i bakterija;

c) detaljniji mikroskopski prikaz koji prikazuje pogira presjekestice.
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2.4. Tipovi kultura i mikroorganizmi za uzgoj

naévrstim supstratima

2.4.1. Tipovi kultura u SSF-procesima

U razlicitim SSF-procesima primjenjuju se ra&d#ii tipovi kultura i postoje raztiti
pristupi obzirom na primjenu aseftih postupaka. U literaturi se navodetiri mogunosti
(Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berov¥i 2003):

1. Monokultura
2. Definirana mjeSovita kultura
3. Sekvencijalna kultura

4. Nedefinirana mjesovita kultura.

Kod primjene monokulture, supstrat se pasteridiraterilizira te potom nacjepljuje
¢istom kulturom. Tijekom uzgoja se mogu koristitepscne tehnike kako bi se sprijéa
kontaminacija. U nekim stajevima sami uvjeti uzgoja djeluju selektivno i t@ n&in
spre&avaju rast kontaminanata, a radni mikroorganizamarimzo rasti pa kontaminanti nisu

kompetitivni. U ovakvom skgju, proces moze provoditi i nekvalificirana racmaga.

Prilikom primjene definirane mjeSovite kulture, stiat se pasterizira ili sterilizira, te
nacjepljuje sa viSe od jedniste kulture. Ovo je pogodno kod kompleksnih siugiati u

slucajevima kada razliti sojevi mikroorganizma koriste razite izvore ugljika.

Sekvencijalna kultura je tip mjeSovite kulture ujdjose drugi mikroorganizam dodaje
nakon Sto je prvi mikroorganizam prestao rasti. Owatoda powvéava iskoriStenost
nutrijenata u sirovini. Primjer upotrebe sekverogakulture je proizvodnja celuloldkih
enzima na rizinoj slami i pSemim mekinjama, u kojoj je sukcesivno kultiviranotpe

razlicitih fungalnih sojevagime se postiZu \é& prinosi enzima.

Nedefinirana mjeSovita kultura se postiZze tako €amogudi rast prirodne mikroflore
sirovine ili se inokulira mijeSanim inokulumom kgg pripremljen tradicionalnim metodama.
Pri ovakvom tipu kulture fermentacijski uvjeti osi@vaju selekciju Zeljenih skupina
mikroorganizama. Ovakvi procesi ¢bbo se primjenjuju u proizvodnji tradicionalne

fermentirane hrane ili za obradu otpada.
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2.4.2. Mikroorganizmi koji se koriste u SSF-procesna

S obzirom na relativno malu koinhu slobodne vode u supstratima koji se koriste za
SSF, aktivitet vode je nizi nego kod submerznogojezgZbog toga se u ¥mi SSF-procesa
koriste fungi, iako velik broj procesa ukduje bakterije i kvasce (Mitchell i sur., 2002;
Mitchell i Berovié, 2003). Kvasci imaju najmanju vaznost dok su fesmozni fungi
najzna&ayjniji za SSF-procese (Mitchell i Ber@yi2003).

2.4.2.1. Kvasci u SSF-procesima

Kvasci rastu nacdvrstim supstratima uglavnom samo kao manjinski gaipci
mikroflore, kao npr. u ranim fazama siliranja u &mj prevladavaju laktobacili. Monokulture
kvasca Saccharomyces cerevisiae koriste se u raalitim procesima proizvodnje etanola
fermentacijom polévrste podloge (eng. semi-solid fermentation) naz¢goom tropu te pri
proizvodnji etanola u SSF postupcima iz slatkofesiséerne repe i stme repe. Kvasci
Endomycopsis fibuligera i Schwanniomyces castelli koriSteni su za povanje udjela proteina

na raznimvrstim skrobnim sirovinama (Mitchell i sur., 200dijtchell i Berovi¢, 2003).

2.4.2.2. Bakterije u SSF-procesima

Bakterije mogu biti prevladavaju ili manjinski mikroorganizmi u raznim SSF-
procesima. Laktobacili su glavni mikroorganizmi psiliranju. Termofilne bakterije
prevladavaju u ranim fazama kompostiranja, prijgongto se razviju termofilni aktinomiceti i
fungi. Bacillus subtilis ima glavnu ulogu u proizvodnji japanske fermem&ahranenatto,
gdje formira ljepljivi sloj na zrnima soje. Baktgri Lactobacillus plantarum i
Propionibacterium shermanii (Slika 10) koriStene su za fermentaciju i konzerviranje zrita Z
s visokim udjelom vlage, u procesucsibm siliranju (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i
Berovic, 2003).
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a) e

Slika 10. a) bakterija_actobacillus plantarum (Anonymous 8, 2015);

bakterijaPropionibacterium shermanii (Anonymous 9, 2015).

2.4.2.3. Filamentozni fungi u SSF-procesima

Filamentozni fungi predstavljaju najvazniju skupimikroorganizama za uzgoj na
¢vrstim supstratima. M&1 mnogobrojnim koriStenim fungima su vrste iz rodégpergillus,
Rhizopus, celuloliticki funge poputChaetomium cellulolyticum i Trichoderma reesei te
ligninoliticki fungi kao Sto su gljive bijelog truljenja (enghite rot fungi) (Mitchell i sur.,
2002; Mitchell i Berow, 2003).Slika 11 prikazuje neke filamentozne funge.

Slika 11. Filamentozni fungi: alRhizopus stolonifer (Olbrantz, 2015)
b) Trichoderma reesei (Anonymous 10, 2015).
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Primjenom filamentoznih funga proizvodi se velikoprazlicitin proizvoda, poput
statne hrane s povanim udjelom proteina, raznih enzima, organskitelkig, antibiotika,
pigmenata, aroma i dr., a taler se razgrduju pojedini Stetni spojevi. Zahvaljujusvom
hifalnom rastu i fizioloSkim svojstvima, filamentwizfungi su idealni za primjenu u SSF-
procesima. Mnogi fungi u prirodi rastu tharstim materijalima kao Sto je drvo ili 68, dajiéi
pritom velike prinose enzima (Mitchell i sur., 2002itchell i Berovi, 2003).

FizioloSka svojstva funga koja pogoduju njihovojngeni u SSF su (Mitchell i sur.,
2002):
1. rast u uvjetima niskih aktiviteta vode i niskH-vrijednosti,
2. proizvodnja brojnih hidrolikih enzima

3. produkcija spora.

U nekim SSF-sustavima moze se podtombinacija niskog aktiviteta vode i niske pH-
vrijednosti, ¢ime se ostvaruju selektivni uvjeti koji spevaju kontaminaciju @nom

bakterija i kvasaca, a pogoduju rastu filamentozuitga.

Nadalje, mnogi filamentozni fungi proizvode niz fatiti ckih enzima, kojima razgdaju
makromolekule izZvrstih supstrata. Amilaze i celulaze su najvazmizimi za rast névrstim

supstratima poljoprivrednog porijekla, dok protealipaze pomazu razgradnju i penetraciju.

Takader, filamentozni fungi vi@dnom su sporogeni organizmi, te se inokuliraju likeb
spora (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berayi2003). Takav inokulum ima svojih prednosti i
mana (Mitchell i Berowi, 2003).Prednost takvih inokuluma je da se lakprpmaju i mogu
se skladistiti na dulje vrijeme nego Sto jecgjusa vegetativnim stanicama. Ovo pridonosi
fleksibilnosti procesa, jer ne treba pridavati koli vaznost uskiivanju proizvodnje
inokuluma s ostatkom procesa (Mitchell i sur., 200tchell i Berovié, 2003). Nedostatak
spora je to Sto su one metabkiiinaktivne te je potrebno viSe sati za germinacgato je
dobro neposredno prije inokulacije ukditi u proces i dodatni korak germinacije u té@pu
podlozi. Koncentracija inokuluma je @ébio 1¢ — 10 spora po gramu supstrata, ovisno o
organizmu. Najbolji se rezultati dobivaju kad j@kalum dovoljno velik da se koloniziraju
skoro sveiestice supstata, retim prevelik inokulum moze i usporiti germinac{Mitchell i
Berovic, 2003).

Sporulacija tijekom fermentacije nije pozeljna pa lkontrolira odabirom uvjeta (npr.
mijeSanje spr&ava sporulaciju) (Mitchell i sur., 2002).
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2.4.3. N&in rasta mikroorganizama u SSF-procesima

2.4.3.1. Ndin rasta kvasaca i bakterija u SSF-procesima

Jednostarni organizmi poput kvasaca i bakterija rastu untaakog vodenog filma na
povrsSini ¢esticacvrstog supstrata, tvotetzv. biofilm. Medustanéni prostori ispunjeni su

vodom (Slika 12), Sto biofilmu daje konzistencipuste paste (Mitchell i sur., 2006).

That rast kvasaca
filamentoznih  bakteriia
funga L
prazan prostor
neinokulirani Felowtn
ISpIje
$up$trﬂt biomasom
&
My
Kojs je
unutrasnja
struktura
Cestica?
biofilm - presjek
v cestice
vlaine Lestice
‘i e penetracijske hife e _
E? tanki tekudifilm sz @
"biofilm hifama"
zracne hife A

Slika 12.Rast filamentoznih funga i jednostamih organizama poput kvasaca i bakterija
u SSF-bioreaktoru (Mitchell i sur., 2006).
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2.4.3.2. Ndin rasta filamentoznih funga u SSF-procesima

Filamentozni fungi su dobro prilageni za Sirenje po povrSintvrstog supstrata i
prodiranje unutar njegoviliestica (Slika 12). Na&vrstim povrSinama fungi tvore kolonije
koje se zatim radijalno Sire, zahvaljtijwrsnom produzavanju hifa na vanjskim rubovima
kolonija. U SSF-sustavu, kolonije koje pdtje od susjednih spora ubrzo se spoje,
povetavajli hifalnu gustéu unutar micelija. Gusta hifa unutar kolonije ovisi odestalosti
grananja hifa, na Sto uije visSe faktora, ukljéujuci i dostupnost nutrijenata. Fungalne hife se
takaier mogu dovoljno produziti da koloniziraju nova pagla supstrata, ili da premoste
podrwja niske dostupnosti nutrijenata, premda ova spussthvarira méu vrstama (Mitchell
I sur., 2002).

U odnosu na jednostamie mikroorganizme, hifalni rast taker daje fungima mnogo
vecu sposobnost prodiranja u supstrat. Nutrijenti wtrasnjosti supstrata su u gedku
nedostupni, no kasnije ih penetracijske hife mogusefl. Stantne stijenke biljaka
predstavljaju veliku prepreku penetraciji hifa. ®Bbho je razoriti biljne stanic&ak i pri
primjeni celulolitickin mikroorganizama, budu da su unutrasnje strane stamih stijenki
najpodloznije celulolitkom djelovanju. Penetracija funga moze biti meblemii enzimska.
Vrste funga koje najlakSe penetriraju u lignocetnie supstrate su gljive bijelog truljenja i
gljive smeleg truljenja, a u tome im pomaze njihov enzimslgtawu. Gljive bijelog truljenja
(eng. white rot fungi) koriste i lignin i polisahde, dok gljive sméeg truljenja (eng. brown
rot fungi) razgrduju polisaharide i uklanjaju samo malo lignina. W8pa prednost penetracije
je bliski kontakt hifa s nutrijentima u unutrasSrjosupstrata na kojem rastu, Sto znatno
skratuje udaljenost pri kojoj se procesi difuzije trabajdviti. Ovo je najvaznije u kasnijim
fazama uzgoja, kad su nutrijenti s povrSine sufsstkeg iscrpljeni. Metutim, brzi rast
micelija unutar supstrata aiio je sprij€en zbog niske dostupnosti kisika, bddda veinu
kisika iskoristi micelij na povrSini. Pukotine upsiratu potiu rast u unutrasnjostiestica,

poveavajuti dostupnost kisika (Mitchell i sur., 2002).
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2.5. Fizikalni ¢imbenici koji utje ¢u na rast

mikroorganizama u SSF

Parametri okoline koji imaju vazartinak kod rasta mikroorganizama u SSF-procesu su
dostupnost vlage, pH-vrijednost, temperatura, saptmova te koncentracije supstrata i
produkta (Mitchell i sur., 2002).

2.5.1. Dostupnost vlage

Dostupnost vlage u SSF-sustavu moZze se izrazdvaand&ina - u obliku masenog udjela
vode ili aktiviteta vode @vrstom supstratu. Aktivitet vode izravnije uigena mikrobni rast,
no s druge strane maseni udio vode je mnogo lakageiiti. Maseni udio vode, w(iD), je
naprosto postotak vode u ukupnoj masi materijslasuprot tome, aktivitet vode,,aje
omjer tlaka vodene pare materijala i tlaka vodea fiste vode pri istoj temperaturi. Moze
se réi da je aktivitet vode u nekom sustavu zapravo udadekula vode koje imaju svojstva
Ciste vode i to je mjera za koihu vode raspolozive mikroorganizmu. Slaboj dostsgin
vode za mikroorganizme u SSF-sustavima pridonosenotske sile nastale zbog sastojaka
otopljenih u supstratu, kao icimci matriksa zbog kapilarnih sila i povrSinske etgsti
(Mitchell i sur., 2002).

Razlkiti supstrati imaju raztite kapacitete zadrzavanja vode i zato &oh vode koju
mogu zadrzati prije nego slobodna voda postari§jived moze izrazito varirati. Stoga se u
razlicitim SSF-procesima maseni udjeli vode u supstragtukizmeiu 30 % i 80 %. Takder,
odnos aktiviteta vode i masenog udjela vode zénuecvrstih supstrata nije linearan u
rasponu masenih udjela vode prisutnih u SSF-pro@esirako velike promjene masenog

udjela vode ol@ino rezultiraju samo malim promjenama aktivitetae.od

Ucinci vlaznosti nisu ogratéeni samo na one koji izravno utie na fiziologiju
mikroorganizma. Jedan od najvaZznijih neizravnéinaka je promjena svojstava supstrata.
Visoke razine vlage mogu istisnuti plinove iz duo&esténih prostora ili uzrokovati
aglomeraciju cestica supstrata u nakupine. Obje pojave ogaamju difuziju plina u
meducestenom prostoru. Visoke razine vlage tako mogu izdvoijiti topljive nutrijente iz
cestica supstrata. S druge strane, visoke razirgeva dovesti do bubrenja supstrata, Sto

poveava poroznost te tako omagye bolju difuziju i djelovanje enzima, kao i bolju
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penetraciju micelija. Zbog niskih udjela vlage maae desiti da inhibicijski metaboki
nusproizvodi ranije dosegnu inhibicijske koncenfeacogranéavajiti tako rast (Mitchell i
sur., 2002).

2.5.2. pH-vrijednost

Mikrobni rast moZe uzrokovati zéane promjene pH-vrijednosti supstrata. Proizvodnja
kiselina uslijed nepotpune oksidacije supstratgpdiroSnja amonijevih iona uzrokovée
snizenje pH-vrijednosti, doke oslobdanje amonijaka deaminacijom uree ili drugih amina
poveati pH-vrijednost. Intenzitet promjene pH-vrijedtiosvisi 0 metabolikoj aktivnosti
mikroorganizma i puferskom kapaciteturstog supstrata. MoZze se dogoditi da pH dosegne
vrijednosti kod kojih je rast mikroorganizma inhdm. U svakom skaju pH je vrlo teSko
kontrolirati u SSF-sustavima i stoga je pozeljn@mapa mikroorganizama koji rastu unutar
Sirokog raspona pH-vrijednosti, te imaju Sirok aps®ptimalnog podrtja pH-vrijednosti.
Vecina mikroorganizama moze rasti unutar 3 do 4 phhjed, dok je rast blizu optimalnog
unutar 1 do 1,5 pH-jedinice (Mitchell i sur., 2002)

2.5.3. Temperatura

Tijekom mikrobnog rasta u SSF nakupljaju se ¢ajiee koltine metabolike topline.
Eksperimentalno je utiteno da je tijjekom SSF-procesa brzina ostabga topline 100 - 300
kJ po kilogramu supstrata po satu. U svakomggly uklanjanje topline iz supstrata je &in
newinkovito, Sto vodi do uspostavljanja temperaturngradijenata i lokaliziranog
pregrijavanja supstrata. Temperatdesto dostize vrijednosti koje znatno limitiraju trals
¢ak usméuju mikroorganizam. Ova nakupljena toplina moraosenah odvesti, budu da
visoke temperature utjg na germinaciju spora, nastajanje nusproizvodapkerulaciju.
Vecina mikroorganizama koji se koriste u SSF-procesimwa mezofilni i optimalna
temperatura za rast im je izthe20 i 40 °C, a maksimalna temperatura ispod 5QMii@hell
I sur., 2002).
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2.5.4. Sastav plinova u okolini supstrata

Sastavu plinova u okolini supstrata u SSF-procegn@odana je odrena paznja, a
Istrazivanja su usmjerena na kisik i ugljikov dimkdNajvetu vaznost imaju plinoviti uvjeti u
meducesticnim prostorima. Kisik treba difundirati iz mecestiénog prostora u biomasu, a
ugljikov dioksid iz biomase u ndecesticni prostor. Koristan pokazatelj metalitibg stanja
kulture je respiracijski koeficijent (RQ). On je kazatelj aeracije supstrata, pemu visoke

RQ vrijednosti ukazuju na fermentativni metaboliz@viitchell i sur., 2002).

2.5.5. Koncentracije supstrata i produkata

Niska dostupnost vlage dvrstim supstratim&ini SSF-sustave vrlo koncentriranima u
usporedbi sa submerznim uzgojem. Mégye inhibicija topljivim nutrijentima, produktima
hidrolize makromolekula ili nusproduktima metabola. S obzirom na uspostavljanje
gradijenata koncentracija testicama supstrata, koncentracije déwre analizom cijelog
supstrata nisu one koncentracije kojima je izlobakroorganizam. lako u kasnijoj fazi
uzgoja koncentracije nutrijenata u unutrasSnjospisti@ta mogu biti visoke, koncentracije na
njegovoj povrsini mogu biti dovoljno niske da zratimitiraju brzinu rasta (Mitchell i sur.,
2002).

Na rast i metabolizam u SSF-procesimadgtjeiSe vaznih faktora vezanih za

koncentracije supstrata i produkata (Mitchell i.sB002):

» limitacija nutrijentima,

» omjeri razltitih nutrijenata,

» inhibicija supstratom,

» kataboltka represija,

» inhibicija produktom.

Pritom se moze witi utjecaj na razliite metabolike funkcije, a rast moze bit stimuliran

ili limitiran, moze biti inducirana sporulacija inetaboléki putevi mogu biti inducirani ili

reprimirani.

Budwi da duSik predstavlja vazan nutrijent u SSF-procesnogicvrsti supstrati su
prilikom pripreme obog&eni topljivim izvorima dusika. Pri izboru izvora $i4a, treba imati
na umu da izvor dusSika moze igrati vaznu ulogu jecaju na promjene pH-vrijednosti

supstrata tijekom uzgoja. Taker, treba obratiti paznju na omjere ugljika i dasSiC:N).
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Medutim, ukupni C:N omjeri ne odrazavaju nuzno relativdostupnost izvora ugljika i
duSika. Zato optimalni C:N omjeri u SSF-procesimagm biti dosta raziiti nego kod

submerznog uzgoja. Nadalje, premda supstrat maitéasaati visoke razine ugljika, da bi se
on mogao do kraja iskoristiti potrebna je opskrb@arom duSika, Sto moZe potencijalno

dovesti do inhibicije supstratom (Mitchell i su2Q02).
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2.6. Mjerenje i kontrola u SSF

2.6.1. Procjena udjela biomase

U mikrobnim procesima uokajeno je pratiti rast radnog mikroorganizma (Mitchsur.,
2002; Mitchell i Berow, 2003).

Da bi se koncentracija biomase izravno mjerilarglwio je biomasu odvojiti o&vrstog
materijala (Mitchell i sur., 2006). Pri submerznangoju mogude je uzeti uzorak, odvoijiti
biomasu centrifugiranjem ili filtriranjem i osuskiomasu. Méutim, tijekom uzgoja funga na
cvrstim supstratima je nemo¢gl kvantitativno odvoijiti biomasu od podloge, jerfaagalni
micelij vrlo ¢vrsto veZe za supstrat i prodire u njega. Izravdea@anje biomase moge je
samo u ovim skeajevima (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berayi2003):

> Ako se véina cestice supstrata moze enzimski probaviti, Stéesto odnosi ha
supstrate koji se sastoje uglavnom od Skroba, s&daakon digestije biomasa
moze izdvojiti filtracijom.

» U procesima koji ukljguju bakterije i kvasce, stanice se mogu ispratéesica

supstrata i procijeniti brojanjem Zivih stanica.

Medutim, ukoliko analiziramo ova dva primjera, vidijije da se u prvom sigju radi o
odrefivanju biomase samo na kraju procesa, Sto nijevatiiivo jer nema nikakvih
informacija o rastu biomase tijekom ostatka proce&a drugi navedeni primjer moze se
pretpostaviti da je nemoge u potpunosti isprati sve mikroorganizmeiestica, osobito
uzevsi u obzir raziite stupnjeve njihove poroznosti. Zato se moZe jasiki da ova dva

primjera ne pridonose na zadovoljav@jotin odrefivanju biomase u SSF-procesima.

Problem préenja biomase u SSF moze se rijeSiti primjenom aeiEh metoda, kao Sto
su mjerenje metabgkih aktivnosti ili mjerenje udjela odgovargjbh komponenata biomase
(Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berov¥i, 2003).

Prilikom odabira prikladne analkite metode za oddesanje biomase pri uzgoju funga u
SSF-bioreaktorima potrebno je odgovoriti na nelm|itanja (Mitchell i sur., 2006):

« Je li komponenta koja se mjeri prisutna i u sirowia kojoj se fungi uzgajaju?

* Kaoliko je vremena, opreme i kemikalija potrebnoobsadu uzoraka?

» U kojoj mjeri se mijenja odnos izrde koncentracije biomase tijekom fermentacije i

analizirane aktivnosti ili komponente biomase?
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2.6.1.1. Procjena biomase mjerenjem metabdke aktivnosti

Metabolcke aktivnosti koje se mogu odrediti u svrhudarga rasta su potrosnja kisika i
nastajanje ugljikovog dioksida do kojih dolazi kiggn mikrobne respiracije. Moga je
mjeriti jedan ili oba navedena parametra. Ako serenjoba parametra, tada je mégu
odrediti respiracijski kvocijent mikroorganizma, jkanoze dati informacije o njegovom
metabolékom stanju. Ove respiracijske aktivnosti mogu seeritij on-line, pomaou
infracrvenog analizatora za mjerenje £ O paramagnetskog analizatora za mjerenje O
Takaier je mogude uzeti uzorke i analizirati ih plinskom kromatadigoan, premda tako ne
mozemo kontinuirano pratiti razine plinova kao uetpodnom sléaju. ObEno se
pretpostavlja da se nastanak L£iQpotroSnja @ povezuju s rastom i odrZzavanjem stanica
(Mitchell i sur., 2002).

Stoga je korelacijska jednadzba za potroSnju ki@kigchell i sur., 2002):

do, _ 1 dX
+

OUR =—2 =
dt Y, dt

(1)

gdje je:
OUR - brzina potrosnje kisika (eng. oxygen uptakey,
Y o - koeficijent konverzije kisika u biomasu,

Mo - brzina potrosnje kisika za odrzavanje.

Jednadzba za proizvodnju ugfjog dioksida ima isti oblik (Mitchell i sur., 2002)

2.6.1.2. Procjena biomase mjerenjem udjela oddenih komponenata biomase

Neizravhe metode odivanja biomase temelje se na mjerenju udjela nk@ihponenata
biomase kao Sto su ergosterol, glukozamin ili prot@Mitchell i sur., 2002; Mitchell i
Berovic, 2003; Mitchell i sur., 2006).

Nedostatak neizravnih metoda je da udjeli proteghakozamina i ergosterola u biomasi
mogu znatno varirati ovisno 0 uvjetima uzgoja ireséi kulture, Sto uvelike otezava
odreifivanje biomase. Zato se tijekom vremena mijenjddiaka prerédunavanje udjela ovih

komponenata u udio biomase. Za neizravne metodeosa napraviti kalibracija kako bi se
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odredio odnos izmi#i komponenata koje odiajemo i biomase. U nekim radovima je
kalibracija napravljena tako da je koriStena sulameruzgojena telda kultura u kojoj su
odrelene biomasa i Zeljena komponenta te je iz togaiune faktor za izr&aunavanje
biomase. Méutim obzirom na raztitost uvjeta u submerznom uzgoju i u SSF, nije ptam
kojoj je mjeri ovakav faktor konverzije primjenjiza SSF. Neki autori smatraju da je
kalibraciju bolje provesti s membranskim kultura(atchell i sur., 2002).

Proteine je jednostavno odrediti, ali se njihoval@a ne moze koristiti za procjenu
biomase ukoliko¢vrsta podloga i sama sadrzi znatne &ok proteina. Pored toga, neke
metode za oddivanje fungalnih proteina mogu dati rezultate ksjyi maniji ili vei od
stvarnih. Stoga neki koriste spektroskopske met&dge detektiraju amidne veze u
proteinima. Takve metode se mogu koristiti on-lipggmda se one joS trebaju unaprijediti

zbog velike interferencije vode (Mitchell i surQ@2; Mitchell i Berové, 2003).

Hitin, koji je netopljivi linearni polimer sastaelpy od jedinica N-acetilglukozamina
vezaniha-1,4-vezom. Prisutan je u insektima i u stanj stijenci véine funga, a nema ga u
ostalim mikroorganizmima kao ni u zelenim biljkam&toga predstavlja spoj koji je
specifian za funge i time vrlo koristan kod odi&anja biomase tvrstim supstratima koji su
kolonizirani fungima. Méutim, pritom je problem Sto udjel hitina u stani@rfunga u
biomasi ovisi o starosti kulture, pa koncentragjakozamina koji nastaje razgradnjom
hitina, nije izravno proporcionalna kaimi biomase tijekom cijelog uzgoja (Mitchell i sur.
2002; Mitchell i Berow, 2003). Takder, analiza hitina daje procjenu ukupnog fungalnog
materijala i ne omogdiava razlikovanje izmiu vrsta funga, kao ni iznde zivih i mrtvih hifa
(Mitchell i sur., 2002). Hidroliza biomase i nakmadodreivanje glukozamina kemijskom
metodom moze biti vrlo dugotrajno, a odir@anje glukozamina u hidrolizatu provodi se
pomaiu HPLC (Mitchell i sur., 2006; Ride i Drysdale, Z9Matcham i sur., 1985).

Pokazalo se u praksi da je udio ergosterola u fangdiomasi stabilniji nego udjeli
hitina i proteina, pa je zato najbolje analiziratgosterol (Mitchell i sur., 2006;ackovi,
2012; Matcham i sur., 1985). Obzirom da je ergastereviadavajti sterol u véini funga,
on se koristi za procjenu fungalne biomase u mnadgmwvima SSF. MoZe se kvantificirati
primjenom razkitih analitickih metoda poput tekinske kromatografije visoke djelotvornosti
(eng. high pressure liquid chromatography, HPLClnsge kromatografije (eng. gas
chromatography, GC) ili UV-spektrometrije (MitcheBur., 2002; Mitchell i Beroi 2003).
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2.6.2. Mjerenje i kontrola procesnih parametara

Nekoliko Kkljucnih procesnih parametara su aktivitet vode, pHednpst, temperatura,
koncentracije plinova te koncentracije supstrgpaoizvoda unutatestica. Ove varijable ne
mogu se lako kontrolirati (Mitchell i sur., 2002).

2.6.2.1. Mjerenje i kontrola prisutne vlage

Maseni udio vode je mnogo lakSe mjeriti nego atgivivode. Najjednostavnija metoda
odreiivanja udjela vode je suSenje u susSioniku, a uz sgutakder koristi i suSenje u
vakuumu, titracijska metoda po Karlu Fischeru, gitmm kromatografija, infracrvena (eng.
infrared, IR) analiza i nuklearna magnetska rezo@n(NMR) (Mitchell i sur., 2002;
Mitchell i Berovic, 2003).

Najce&e se susi pri 100 ili 105 °C u suSioniku tijekoms#ta ili do konstantne mase, a

pritom postoji viSe mogtih izvora pogreske (Mitchell i sur., 2002; MitcheBerovi¢, 2003):

> Ukoliko osim vode ispare i drugi spojevi ka@g doprinijeti gubitku mase, npr. ako
mikroorganizam proizvodi hlapljive spojeve popudredla ili organskih kiselina.

> Ako nastane kora na povrsini uzorka onda moZzeespripotpuno uklanjanje vode.

> Maillardovom reakcijom izm#& amina i Séera nastaje voda Sto izaziva kasnije
uklanjanje vode ili krive rezultate.

> Koristi se odrdeno vrijeme suSenja ali je magrida se voda ne ukloni potpuno pa se
preferira suSenje do konstantne masejutien to moze dovesti do naprikladno dugog
vremena analize. Vrijeme suSenja potrebno za potpukianjanje vode ovisi o

temperaturi susenja, petnoj koncentraciji vode i prirodi uzorka.

Aktivitet vode mozZe se odrediti porfo elektrtnog higrometra. Uzorci se uzimaju iz
bioreaktora i smjeStaju u zatvoren prostor u kogamalazi senzor. Druga je maéguost da
senzor higrometra bude smjeSten u gornjem dijeduebktora. Higrometri obno pokazuju
tocnu vrijednost s odstupanjem do 2 %,duikm razlciti higrometri imaju razkita mjerna
podritja. Kako bi bili t@&ni i dali ponovljive rezultate, elektmi higrometri moraju biti
kalibrirani, s tim da &estalost kalibracije ovisi o instrumentu i¢imal njegovog koristenja.
Senzori se nag&e kalibriraju iznad zaéenih otopina anorganskih soli (Mitchell i sur., 200
Mitchell i Berovié, 2003).
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Razinu vlaznosti u SSF-procesima nije lako komatilii veCinom se samo nastoji
smanijiti gubitke vlage tako da se aerira zrakom }ejzaséen ili gotovo zasien vlagom.
Medutim, ¢ak i tada moze do do gubitka vlage tijekom uzgoja jer metalskl toplina
zagrijava zrak pa tako ispari viSe vode. Osim tqganekad treba aerirati zrakom niske
vlaznosti, kako bi isparavanjem doSlo dodelaja. To moze dovesti do velikih gubitaka vode,
Sto zahtijeva nadokdavanje vlage u supstratu. U praksi se tijekom uagepda moze
povremeno dodavati izravno u supstrat. Nekovitije je vodu dodavati u obliku fine
maglice (Mitchell i sur., 200; Mitchell i Berog;i 2003).

2.6.2.2. Mjerenje i kontrola pH-vrijednosti

Pri submerznom uzgoju, pH-vrijednost se moze lakgjeriti staklenim elektrodama. Da
bi mjerenja bila téna, vrh elektrode mora biti potpuno uronjen u vadéseu, Sto u v@ni
slucajeva kodevrstih supstrata nije izvedivo i nije zadovoljavajkontakt izmeu supstrata i
elektrode. Dostupne elektrode s plosnatim vrhomjuntaane poput sporog odgovora i
nestabilnosti bazne linije, &ak ni s takvim elektrodama ne bi se mogao osigurati
zadovoljavajdi kontakt za on-line primjenu. U svakom &hju staklene elektrode nisu
dovoljno robustne, a u primjeni u SSF-procesimabite pod véim stresom nego pri
submerznom uzgoju. Zato su on-line mjerenja pHadnpsti u SSF-procesima vrlo rijetka.
Upotreba elektrode s plosnatim vrhom omage off-line mjerenja, m&utim za off-line
mjerenja ohino se ne Kkoristiévrsti supstrat v@ njegove vodene suspenzije ili ekstrakti
¢vrstog supstrata. On-line mjerenja pH-vrijednosB$IF-procesima su zbog brojnih prepreka
I poteSka@a vrlo rijetka (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i &ovic, 2003).

Kontrola pH-vrijednosti u SSF je teSka, ne samogzbedostatka odgovardjh on-line
pH-senzora, nego i zbog heterogenosti sustava. daku-vrijednost varirati unutatestica
supstrata i izmdu razlgitih cestica. Isto tako, teSko je podjednako rasporeddpine za
korekciju pH-vrijednosti, stoga ih je poZeljno deda u obliku finog spreja ili maglice.
Neizravna metoda kontrole pH-vrijednosti je maniauije izvorom dusSika (Mitchell i sur.,
2002; Mitchell i Berow, 2003).

2.6.2.3. Mjerenje i kontrola temperature

Temperatura je parametar koji se relativno jednvostamijeri pri submerznom uzgoju.
Medutim, niska vlaznost u SSF-procesu uzrokuje linjiiagrijenosa topline, pa je odgenje
topline problem. U praksi se ponekad temperaturanaimjeri vé€ se kultura smjesti u okolis
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konstantne temperature, Sto jéinkovito za procese provedene u laboratorijskomritaje
dok nije prikladno za mjerilo ¥e od nekoliko stotina grama. Najbolja metoda mj@ren
kontrole temperature je pormw termoelemenata umetnutihn u supstrat. Time seimjer
temperatura te se povrathom spregom kontroliraginhr protoka, temperaturavlaznost
zraka za aeraciju. Bududa je evaporacijsko hdanje najefikasniji n&n uklanjanja topline u
SSF, najefikasnije je smanijiti vlaznost zraka.dMem obzirom da se time isuSuje supstrat
potrebno je potom nadoknaditi vlagu (Mitchell i s@002; Mitchell i Berow, 2003).

2.6.2.4. Kontrola sastava plinova

Za odreivanje koncentracije kisika u plinskoj fazi korisge dvije metode: plinska
kromatografija i paramagnetska analiza. Prednosanpagnetske analize je mdgost
kontinuiranog on-line mjerenja i integriranje u wwskontrole ulaznog toka zraka.

Ugljikov dioksid takaer se odréuje dvjema metodama: plinska kromatografija i
infracrvena analiza. Infracrvena analiza se mozatikoirano provoditi on-line (Mitchell i
sur., 2002; Mitchell i Beroyi, 2003).

2.6.2.5. Pr&enje koncentracija supstrata i produkata

Odretivanje koncentracija supstrata i proizvoda kod $8eesa nije nimalo teze nego
kod submerznih procesa, pod uvjetom da sedodhri spoj moZe ekstrahirati u vodi ili
drugom odgovarajiem otapalu. Mé&utim, s obzirom na heterogenost iaztagaznih dijelova
supstrata unutar SSF-sustava, négu problemi s dobivanjem reprezentativhog uzaekig
potrebno primijeniti prikladan rezim uzorkovanjaakbder mogu postojati gradijenti unutar
Cestica supstrata, a ekstrakcija tih spojev@egtice datte samo prosfgu vrijednost. JoS
uvijek ne postoje metode za on-line procjenu kotreeie supstrata ili proizvoda unutar
cestica (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Berayi 2003). Mogdnost kontrole koncentracije
supstrata i proizvoda tijekom SSF-procesa vrlo geancena, iako se tijekom pripreme
supstrata moze donekle utjecati na rast odabirormijenata i njihovih koncentracija

pogodnih za rast ili za proizvodnju odemog spoja (Mitchell i sur., 2002).
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2.7. Bioreaktori za uzgoj nac¢vrstim supstratima

Bioreaktori koji se koriste u SSF-procesima moigjati razlcite mogwnosti (Mitchell i
sur., 2002):

» Sterilizacija i spréavanje kontaminacije;

» Odvaienje topline kako bi se sprigo pregrijavanje sadrzaja,

» MijeSanje podloge radi odrzavanja homogenosti k&daog prijenosa topline i mase;
> Aeracija radi dovoljne opskrbe kisikom i sgig@anja nakupljanja ugfnog dioksida;
» Mijerenje i kontrolu klj@nih parametara procesa;

» Rukovanjecvrstim materijalom tijekom punjenja, inokulacijearkovanja i

praznjenja.

Sterilizacija je jedan od kljinih faktora za uspjeSnost SSF-procesa. Ona je yjetdza
uzgoj monokultura i definiranih mjeSovitih kultur&terilizacijac¢vrstog supstrata moze se
izvrsiti izravnim injektiranjem pare u sloj supgaaili to moze biti neizravno, udenjem
pare u plast. MoZe se obauviti i izvan bioreaktarazasebnom sterilizatoru, iako se u tom

sluitaju treba posebno paziti na sterilni prijenos udaétor (Mitchell i sur., 2002).

Odvaienje topline predstavlja glavni kriterij dizajnijarSSF-bioreaktora, kako stéih
tako i onih s mijeSanjem. Niski sadrzaji vlage&wstim supstratima vode do niskih brzina
prijenosa topline, koje skesto nedovoljne za uklanjanje topline oskidme mikrobnim
metabolizmom. Mehanizmi prijenosa topline unutar F®®reaktora su kondukcija,
konvekcija i isparavanje, a relativni doprinos pij@g mehanizma hé@nju bioreaktora
ovisi 0 n&inu rada bioreaktora. U st&im sustavima bez prisilne aeracije prijenos taplin
unutar podloge uglavnonée biti ogranéen na kondukciju. Prisilna aeracija omoége
konvektivno hldenje unutar mase supstrata, a kako se zrak zamrijako uzrokuje i
evaporacijsko hkéenje. Zbog velike topline isparavanja vode,dklge isparavanjem je
najuwinkovitiji mehanizam za odwienja topline u SSF-procesima. d#im, isparavanjem se
smanjuje udio vode u sustavu u kojem jé ggrantena dostupnost vode. Unutrasnji i vanjski
izmjenjivati topline se ugrduju u mnoge bioreaktore, ukfjuju¢i one s nasutim slojem i

bioreaktore s mijeSanjem tijekom uzgoja (Mitchedlir., 2002).
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MijeSanjem se odrzava homogenost u bioreaktoruot&wp prijenos topline i prijenos
tvari. MijeSanje pomaze u dodenju ¢vrste hranjive podloge u kontakt s povrSinama preko
kojih se odvija prijenos topline, a tal&r pomaze dowtenje plinske faze u ndecestine
prostore. Osim toga, u nekim postupcima mogu sé gradijenti udjela vode u supstratu pa
¢e mijeSanje sprijgti lokalizirano suSenje ili prekomjerno vlazeniacin mijeSanja ne smije
dovesti do pretjeranog ogtnja mikroorganizma iltestica supstrata. Matim, vrlo malo
pozornosti se pridaje dani smi¢nih sila i njihovim @incima na rast mikroorganizama u SSF-
procesima. Zbog mogag Stetnog &inka mijeSanja, ponekad se ono provodi samo
povremeno. Potrebna&estalost mijeSanja ovisie o brzinama nakupljanja topline i potrosnje
kisika (Mitchell i sur., 2002).

Vecina SSF-procesa je aerobnog tipa. Plinska faza fdiskom kontaktu stvrstim
cesticama i prisutna je velika povrSina za prijekisska u tekdi film na ¢vrstoj povrsini.
Stoga je kljeni cilj u SSF-procesu odrzavati visoku razinu késte nisku razinu ugljikovog
dioksida u méucestenim prostorima. Téan mehanizam ulaska kisika u mikroorganizam u
SSF-procesu je slabo istrazen, ali je poznato das Udsika iz méucestinih prostora
ukljucuje cetiri koraka:

- prijenos kisika iz rasprSenog kisika u dn&esténim prostorima preko mirujeg

sloja plina na povrsiniestice;

- prijenos kisika preko gratme povrSine izmidu mirujuceg sloja plina i tekéeg filma

na povrsini supstrata;

- ulaz kisika u mikroorganizam, izravno iz mirt@g sloja plina ili iz tekéeg filma na

povrSini supstrata, ovisno o smjesStaju micelija;

- difuzija kisika kroz tektu fazu podloge u unutrasSnjasstice.

Micelijski sloj na povrSini supstrata troSi kisiga se koncentracija kisika ébhb naglo
smanjuje s dubinom. Tijekom aktivhog rasta mozéi dim potpunog iscrpljenja kisika na
dubini od samo 100 mikrometara (Mitchell i sur.02pMitchell i Berové, 2003).
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2.7.1. Tipovi bioreaktora za uzgoj natvrstim supstratima

SSF-bioreaktore je korisno kategorizirati na temelgina aeracije i mijeSanja. Na taj
nain su zajedno svrstani bioreaktori koji mogu izgliegrilicno razltito, ali rade na stian
nacin.

Moguéa su dva néna aeracije (Mitchell i sur., 2002):
» kruZenje zraka oko sloja supstrata;

» prisilno propuhivanje zraka kroz sloj supstrata.

S obzirom na mijeSanje, postoje ove mawsti (Mitchell i sur., 2002):
» ¢vrsti sloj moze mirovati,
» ¢vrsti sloj se moze mijeSati svakih nekoliko satjglnom dnevno;

» ¢vrsti sloj se mijeSa kontinuirano ili relatividesto, tj. viSe puta na sat.

Ovakvom podjelom bioreaktori su razvrstani u 4 grukao Sto je prikazano u Tablici 3 i na
Slici 13.

Tablica 3. Klasifikacija SSF-bioreaktora premadiama aeracije i mijeSanja
(Mitchell i sur., 2002).

Nacin mijeSanja

Natin aeracije R ) - o
Bez mijeSanja ili vrlo rijetko | Kontinuirano mijeSanije ili

mijeSanje ¢esto povremeno mijeSanje
Nema prisilne aeracije Grupa 1 Grupa 3
(zrak prolazi oko sloja) = Bioreaktori s tavama = Bioreaktori s rotirajgim
bubnjem
= Bioreaktori s bubnjem i
mijeSanjem
Prisilna aeracija Grupa 2 Grupa 4
(zrak se prisilno propuhuje| » gjoreaktori s fiksnim slojem | = Bioreaktori s fiksnim
kroz sloj)

slojem i mijeSanjem

= Bioreaktori s vibrirajdgim
bubnjem

= Bioreaktori s fluidiziranim
plinovito-¢vrstim slojem

= Povremeno mijeSani
bioreaktori s fiksnim slojem
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Slika 13. Osnovne karakteristike dizajna razi8I$F-bioreaktora, svrstanih u 4 grupe pren@niaa aeracije i mijeSanja

(Mitchell i sur., 2006).
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2.7.1.1. Bioreaktori s tavama (eng. tray bioreact®)

Bioreaktori s tavama se sastoje od prostorijarifv@a koji sadrze visSe pojeditrah tava
(Slika 14). Vlaga i temperatura zraka u prostashicno se kontrolira, a cirkulacija zraka u
prostoriji i uvaienje svjeZeg zraka moze se poticati puhalimankdvitost cirkulacije ovisit
¢e o0 nekoliko¢imbenika kao Sto su veélna i geometrija prostorije, smjeStaj ulaznih otor
izlaznih otvora i puhala, smjestaj tava i razmamaiu njih (Mitchell i sur., 2002).

(a)

0 77

prostorija s tavama

(b) ,

sloj
supstrata

pojedinacna tava izvedba u obliku vrece

Slika 14. Osnovne zn@jke i mogue varijacijedizajna bioreaktora s tavama (Mitchell
i sur., 2006).
(a) Razlkite komore s tavama, ukfujuci prostorije i inkubatore, u kojima su tave
posloZzene na policama.
(b) Razlkiti osnovni dizajni tava. Tava s lijeve strane mob#eizradena od drveta,
plastike, bambusa ili zice. Plasta vreica zdesna moze cijela biti izt@na od

plastike propusne za zrak, ili sadrzavati filtaizzajenu plinova.
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Pojedingne tave mogu biti izdene od bambusa, drveta, plastike iléafie mreze.
Obi¢no su takve tave otvorene s gornje strane cadestrane i dno mogu biti perforirani kako
bi se potaknula razmjena plinova. Uzgoj u mikrogoim plasttnim vreicama moze se
smatrati uzgojem u tavama i nudi mogast razmjene plinova iznie tave i praznog
prostora reaktora, uz sgeaanje kontaminacije. To moze biti vazno jer zralgarnjem
slobodnom prostoru ovakvih bioreaktora @tw nije sterilan. Sadrzaji tava mogu mirovati
tijekom cijelog uzgoja ili ih se moZe dno okretati jednom ili dva puta dnevno (Mitchell i
sur., 2002).

S obzirom n&injenicu da zrak samo cirkulira oko povrsSina tamei propuhuje se prisilno
kroz sloj supstrata, prijenos mase u tavama jenigga na difuziju, a prijenos topline na
kondukciju. Zbog toga se mogu pojaviti 2api gradijenti temperature (oko 3 °C Tjni
udjela plinovite faze (oko 1,7 % (v / v)). Moguloprinos prirodne konvekcije uzrokovane
ovim toplinskim gradijentima na prijenos toplinease nije istrazen. Na povrSini tave toplina
se moZze izgubiti konvekcijom i isparavanjem u okalak. Meiutim, koriStenje suhog zraka
za poticanje isparavanja komplicirano je zbog pmr@adomjesStanja vode, buéduda se
povrSina supstrata brzo isuSuje, pa se zaténobkoristi zrak visoke vlaznosti.dihkovitost
konvekcije ovisi 0 brzini kojom zrak u gornjem stmmom prostoriwbioreaktora cirkulira
preko povrSine supstrata i temperaturnoj razliciadu povrsSina tava i zraka (Mitchell i sur.,
2002).

Ograntenja primjene tava dokazana su eksperimentalnodefitanjem. U nedostatku
prisilne aeracije, jedine radne varijable kojimans@e manipulirati su temperatura, vlaznost
zraka i brzina protoka zraka u gornjem slobodnojelwia glavna varijabla dizajna je dubina
sloja supstrata u tavi. Sto je visina slojgavéo je vjerojatnije dée se u sredini sloja doéiti
nepozeljno visoke temperature, teé@au pojedinim dijelovima sloja ponestati kisikakipm
uzgoja. Maksimalna visina sloja kod koje takva ogf@nja joS ne postaju nepoZeljno visoka
obicno je 2 - 10 cm, a ovisi 0 brzini rasta organiz®abzirom na ovo ogratenje, procesi
mogu biti preneseni u ¥e mjerilo povéanjem broja i Sirine tava, ali ne i visine slojaoga
procesi u velikom mjerilu zahtijevaju intenzivandrabog potrebe timog punjenja,

sterilizacije, mijeSanja i praznjenja velikog brégava (Mitchell i sur., 2002).

S druge strane, sustavi tava su gmidi jednostavni za uporabu i zahtijevaju relativredan
ulaganja, i mnogi komercijalni procesi malih i sngd razmjera provode se u raatim

dijelovima svijeta, posebno u Aziji. Umak od s&@i i tempe tradicionalno su pripremani na
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ovaj n&in vet stoljetima, i mnoge male tvrtke joS uvijek koriste tehrgijo tava (Mitchell i
sur., 2002).

S obzirom na ogra&énja sustava tav#&jni se da postoji malo prostora za optimiranje
njihovih izvedbi. Meutim, Mitchell i sur. (2002) citiraju model prijesa topline i kisika u
sloju supstrata u tavi koji omo§uie istrazivanje optimalne kombinacije visine sloja
temperature zraka iz gornjeg slobodnog prostoraehldora. Za rast plijesmspergillus
niger, koja relativno brzo raste, model je predvidiokil@e prinosi blizu maksimalnih mogli
dobiti samo pri dubini sloja od 3 cm ili manje, pemu je temperatura zraka blizu optimuma
za rast. Nize temperature zraka usporile su rastjudaljenijim dijelovima sloja, dok je viSi
sloj doveo do visokih temperatura unutar sloja. j@vadel je proSiren istrazivanjem bilance
vode, méutim, njime je predveno da je difuzija vode unutar sloja zanemariva a&o
odrzava visok stupanj vlaznosti okolnog zraka adanjivanja isparavanjMitchell i sur.,
2002).

2.7.1.2. Sta@éni bioreaktori s fiksnim slojem i bioreaktori

s fiksnim slojem i povremenim mijeggem

Statini (ili stacionarni) bioreaktori s fiksnim slojerar(g. static packed-bed bioreactors) i
bioreaktori s fiksnim slojem i povremenim mijeSanjéeng. intermittently stirred packed-bed
bioreactors) su zasebna skupina SSF-bioreakiia¢an dizajn fiksnog sloja je stupac
ispunjen supstratom, kroz koji se zrak propuhujedsniog kraja na drugi. Stupac moze biti
horizontalan ili vertikalan. Kod vertikalnog, sugstmiruje na perforiranoj baznoj gio a
zrak se moze puhati s vrha ili s dna reaktora. Megu i druge varijacije aeracijskog sustava,
kao Sto je uvdenje zraka kroz perforiranu cijev koja prolazi uzdsrediSnje osi stupca.
Moguéa su dva osnovna dizajna fiksnog sloja (Slika ¥®)d tradicionalnog fiksnog sloja
bioreaktor mozZe imati vodeni plast, ali nema doithatmutarnjih povrSina za prijenos topline.
Kod Zymotis tipa fiksnog sloja, unutarnje @le za prijenos topline su umetnute u sloj,
paralelno sa strujom zraka (Slika 15b) (Mitchedur., 2002).

Sloj supstrata je obmno stacionaran. Nasak i ako se sloj rijetko mijeSa, npr. svakih

nekoliko sati, rad bioreaktorée biti slican onom u fiksnom sloju kroz &@u vremena
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uzgoja. Takav rad je primjenjiv samo u tradiciomglizvedbi bioreaktora s fiksnim slojem,
jer ¢e unutarnje plée uZymotis tipu reaktora spri@ti mijeSanje krutog sadrzaja.

(a) & (b - ¥
Kf,__--——--ﬁx\ : L 7| rashladna
' r HLA voda
N _____“Jf% o’ .(/f
) ‘ /
il i p
T i3 unutarnja
lota za
zrak zrak P -

prijenos topline

Slika 15. Usporedba osnovnih karakteristika tradicionalbmgeaktora s fiksnim slojem

(a) i Zymotis bioreaktora s fiksnim slojem (b) (Mitchell i su2Q02).

Kod tradicionalnih bioreaktora s fiksnim slojem jikee koriste u velikom mjerilu &iji je
promjer nekoliko metara, oditenje topline kroz binu stijenku odvija se samo u nekoliko
centimetara debelom sloju koji je najblize stijentdnvekcijsko odvdenje topline iz krutina
prolaskom zraka kroz sloj dovodi do zamih aksijalnih temperaturnih gradijenata.
Eksperimentalno su promatrani gradijenti sielé 1 °C cni. Ovi temperaturni gradijenti
poveavaju kapacitet zasnja zraka vodenom parom i stoga je nenéegsprijeiti
isparavanje unutar tradicionalnog bioreaktora sk slojem,¢éak i ako je ulazni zrak
zasten vlagom. To isparavanje doprinosi uklanjanjuitaglali takaer i zahtijeva dodavanje
vode kako bi se izbjeglo isuSivanje supstrata Kojetira rast. Nadopunjavanje vode je
izvedivo samo ako se sloj mijeSa tijekom dodavavgale, jer je u protivnom gotovo

nemogue postéi jednoliku raspodjelu dodane vode (Mitchell i s@002).

Kod tradicionalnih fiksnih slojeva vrlo malih proemga i uZymotis tipu fiksnog sloja,
uklanjanje topline kroz kimu stijenku moze smanijiti aksijalne temperaturrediente, te na
taj n&in smanijiti isparavanje i potrebu za dodavanjemevdstogaZymotis fiksni sloj ima
prednost u odnosu na tradicionalne fiksne slojey®agesima u kojima sloj supstrata treba
ostati potpuno statan (Mitchell i sur., 2002; Mitchell i Bero¥ 2003). Razmatranje
potrosnje kisika oldno nije kritikcno za bioreaktore s fiksnim slojem, jer ako brzasaacije
zadovoljava potrebu za kienjem, ondae potreba za aeracijom biti viSe nego zadovoljena,

ukoliko izlazne koncentracije kisika ne padnu zonagpod 20 % (v/v).
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JosS jedan vazan fenomen u bioreaktorima s fiksoyers je pad tlaka uzduz kolone.
Kako fungi rastu na povrSini supstrata i protezwsmeiucestine prazne prostore, tako se
poveava otpor sloja prema protoku zraka. Osim Sto ovwefava energetske potrebe za
aeraciju, isto tako povava vjerojatnost nastajanja kanala (eng. changglliuslijed
pojavljivanja pukotina u samom sloju ili izahe sloja i stijenke bioreaktora. Zato zrakde
pretezno kroz te pukotine, ostavlj@juvecinu sloja neaeriranim. U laboratorijskim
ispitivanjima, padovi tlaka na petku uzgoja ol#ino su zanemarivi, ali mogu se poéag do
vrijednosti visine 2,75 cm ¥D po centimetru sloja pri uai@jenim uvjetima rada. Pretjerani
padovi tlaka okino se mogu sprifgti mijeSanjem sloja. Stovise, u $hjevima kad se
primjenjuje rijetko mijeSanje obmo je cilj tog mijeSanja upravo smanijiti pad tldkaz sloj, a

ne pomai u uklanjanju topline (Mitchell i sur., 2002).

Varijable dizajna bioreaktora s fiksnim slojem 8dit€hell i sur., 2002):
> visina i Sirina bioreaktora,
» prisutnost ili odsutnost vanjskog vodenog plasta,
» prisutnost ili odsutnost unutarnjih g za prijenos topline
» prisutnost ili odsutnost sustava za povremeno emes
Razmak izméu susjednih pléa je uveden kao dodatna varijabla dizajna kod bidra

S ugraenim unutarnjim pldama za prijenos topline.

Operativne varijable su temperatura, vlaznostinlrprotoka ulaznog zraka, temperatura
i brzina protoka rashladne vode, a ucaju povremenog mijeSanja treba razmotriti i
ucestalost, trajanje i intenzitet mijeSanja te¢ddi se supstratu dodati voda za vrijeme
mijeSanja ili se n@& dodati. Matematki modeli su se pokazali korisnima pri istrazivanju
optimalne kombinacije dizajna i radnih uvjeta zarbaktore s fiksnim slojem. Rezultati tih
istraZzivanja pokazuju da je povrSinska brzina zngkaojatno najvaznija operativna varijabla
za tradicionalne fiksne slojeve (bez unutrasnjiit@) u velikom mjerilu, dok je visina sloja
klju¢na varijabla dizajndJ slucaju Zymotis fiksnog sloja su izm#u ploca potrebni razmaci 5
- 10 cm, kako bi se optimirao rad bioreaktora. Wravtipu bioreaktora treba primijeniti
sustav kontrole kojim se temperatura vode wanima za hldenje smanjuje s povanjem

temperature sloja ha mjestu izlaza zraka (Mitchslir., 2002).
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2.7.1.3. Bioreaktori s rotirajuéim bubnjem i bioreaktori

s bubnjem i mijeSanjem

(@) . (b)
rotac.l.{e_l____ »> rotacija _ >

zrak

Slika 16. Shema bioreaktora s rotirgjm bubnjem (Mitchell i sur., 2002):
a) bez podiza

b) podiz&ima.

Bioreaktor s rotirajéim bubnjem (eng. rotating drum bioreactors) i bédter s bubnjem
I mijeSanjem (eng. stirred drum bioreactors) (SliKa imaju mijeSani sloj supstrata unutar
vodoravnog ili blago nagnutog cilindra i utenje zraka u prostor iznad sloja (Mitchell i sur.,
2002). Obtno sloj supstrata zauzima od 10 do 40 % volumertamjbu Razlika izméu ove
dvije vrste reaktora je u timu mijeSanja sloja. U rotirafiem bubnju mijeSanje se provodi
samo okretanjem bubnja, a moze se potaknuti ugradoputrasnjih pregrada (eng. baffles)
koje se ispravnije mogu zvati podézgeng. lifters)(Slike 16 i 17).MijeSanje sloja kod
bioreaktora s bubnjem i mijeSanjem se postiZe lopaia (eng. paddles) ili strugma (eng.
scrapers) postavljenim na srediSnju osovinuc@iie mijeSanje kontinuirano iako moze biti
I diskontinuirano (Mitchell i sur., 2002).

Postoje i varijacije bubnjeva s mijeSanjem i rgtiéh bubnjeva u kojima se koriste
horizontalni cilindri, ali se zrak uvodi kroz otwrsmjeStene unutar samog sloja. Utato
vanjskoj sltnosti, takvi se reaktori svrstavaju u reaktore $e®anim slojem jer prisilna
aeracija uzrokuje raziitu dinamiku rada nego kad se zrak uvodi u gorngispr reaktora
(Mitchell i sur., 2002).
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Slika 17. Osnovne zn#jke bioreaktora s rotirajim bubnjem te bioreaktora s bubnjem i

mijeSanjem (Mitchell i sur., 2006):

a) bioreaktor s rotiragim bubnjem,

b) bioreaktor s bubnjermiijeSanjem.

U velikom mjerilu se uklanjanje topline iz sloja @& uglavnom konvekcijom i

evaporacijom u zrak koji se nalazi u gornjem slotmd prostoru. Ginkovitost prijenosa

izmedu sloja supstrata i slobodnog prostéeaovisiti 0 nginu kretanja krutina unutar sloja

kao 1 0 n&inu kretanja zraka unutar slobodnog prostoratitNéoka supstrata unutar sloja

ovisi 0 prisutnosti ili odsutnosti podizai brzini rotacije bubnja (Mitchell i sur., 2002).

U bioreaktorima s rotirajtim bubnjem, najeXe se koriste male brzine rotacije (oko 1

rpm). Kod rotirajéih bubnjeva bez podiza pri takvim brzinama rotacije krutire obtno

slijediti rezim padanja. Pritom se sloj krutine deekao cjelina, pondu¢i se prema gore sa

stijenkom rotirajieg bubnja, te pada natrag na dno bubnja. U toffajsiumalo je pomaka

unutar samog sloja i mogu séedivti ponesto bolje performanse nego kod bioreak®
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tavama. Ovaj problem se moze izhjeigradnjom podizéa, koji poboljSavaju mijeSanje
unutar sloja i kontakt iznael sloja i slobodnog gornjeg prostora (Mitchell r.s2002).

Obrasci strujanja u gornjem slobodnom prostoruewislizajnu ulaznog i izlaznog otvora za
zrak, o brzini protoka zraka i brzini rotacije bygnOdvaienje topline izévrstog sloja moze
se unaprijediti uporabom nezésmog zraka da bi se potaknulo isparavanje. Vodubipgnu
isparavanjem relativno je jednostavno nadomjegstgkanjem fine maglice na povrsinu sloja,

jer ¢e mijeSanje osigurati njenu ptifio ujedndenu raspodjelu (Mitchell i sur., 2002).

Matematéki model prijenosa topline i mase unutar bioreakt®rotirajiim bubnjem u
laboratorijskom mijerilu sugerira da se toplina laja supstrata moze odvoditi u okolinu
uglavnom kroz stijenke bioreaktora. #gim, u velikom mjerilu samo isparavanje moze
pruziti potrebnu brzinu uklanjanja topline. Ovaj tkeb takater sugerira da je prijenos topline
iz sloja supstrata na stijenku bioreaktotinkovitiji od prijenosa topline iz sloja supstraia
gornji slobodni prostor, Sto ztiada ¢e stijenka bioreaktora biti toplija od gornjeg gora, te
se stoga toplina iz stijenke bioreaktora prenossa®o u okolinu nego i na plinove koji se

nalaze u gornjem prostoru (Mitchell i sur., 2002).

Varijable dizajna za rotiraje bubnjeve i bubnjeve s mijeSanjem su omjer duljine
promjera, prisutnost ili odsutnost podiaakod rotirajéeg bubnja te dizajn lopatica ili
strug&€a u sléaju mijeSanog bubnja. Vazne operativhe varijable vdaznost zraka,
temperatura zraka, brzina protoka zraka, koefitiumnjenjacvrstog materijala te brzina
bubnja ili mijeSala. Méutim, koeficijent punjenj&vrstog materijala je obho ve& podeSen na
pocetku uzgoja pa se ne kontrolira tijekom procesalamen sloja se pritom smanjuje kako
mikroorganizam troSi supstrat. ¥ brzine mijeSanja vjerojatno poboljSavaju prijetadine
i tvari izmeiu sloja i gornjeg slobodnog prostora, ali isto tgkwetavaju i efekte smicanja.
To je vidljivo na primjeru u kojem je broj okretajatirajuceg bubnja s 10 okretaja u minuti
(eng. rotations per minute, rpm) péaa na 50 okretaja u minuti, piemu je kon&ni prinos

biomase smanjen za polovinu (Mitchell i sur., 2002)
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2.7.1.4. Bioreaktori s mijeSanim slojem, vibrirajwim bubnjem

| fluidiziranim plinovito- évrstim slojem

Zajedntke karakteristike bioreaktora s mijeSanim slojemg(estirred bed bioreactors),
vibriraju¢im bubnjem (eng. rocking drum bioreactors) i flzidanim plinovito€vrstim slojem
(eng. gas-solid fluidized bed bioreactors) su |mdsiaeracija sloja te kontinuirano desto
povremeno mijeSanje (Mitchell i sur., 2002). Mijefase kod raztitih izvedbi postize na
vrlo razliite n&ine, aSlika 18 usporduje osnovne zriajke mogdih izvedbi (Mitchell i
sur., 2006).

(1 [,
oL IO TS IS

]

4 -----}-- zrak

e

(R)

Slika 18. Razlkiti nacini mijeSanja kod kontinuirano mijeSanih, prisilaeriranih bioreaktora
(Mitchell i sur., 2006).
(&) Mehantko mijeSanje unutarnjim mijeSalom, npr. sloj s okimm mijeSalom (lijevo)
ili bubanj s prisilnom aeracijom i srediSnjim mghdm (desno).
(b) MijeSanje se postize pomicanjem samog bubnja.

(c) MijeSanje se postize strujanjem zraka.
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Kod bioreaktora s mijeSanim slojem, kao potporawgastrat sluzi perforirana gla kroz
koju se odozdo aerira, a sloj se mijeSa pammehanikog mijeSala(Slika 18a). Bioreaktori
koji imaju fluidizirani sloj plinovitoévrsto rade séino, ali je brzina aeracije dovoljno visoka
da fluidizira ¢estice supstrata i dovodi do mijeSanja (Slika 1Bt)guce je ugraditi dodatno
mjeSalo da bi se razbile nakupine koje se mogteinstaloziti na dnu (Slika 19). U slaju
vibriraju¢eg bubnja (Slika 18b), supstrat se nalazi idmelva koncenttina perforirana
horizontalna cilindra, a zrak se uvodi u sredi&iljndar i prolazi radijalno kroz sloj prema

van. MijeSanje se postiZe rotacijom drugog cilindr@adnosu na prvi (Mitchell i sur., 2002).

9 izlaz proizvoda.

(8)
I = 1 ulaz zraka,
i i
i : -
e : 2 distributor,
: i
| - 3 mijesalo,
; i
Lh— 4 elektroda,
5 ejektor,
6 mlaznica raprsivaa,
1Y
: 7 separator,
-
TR i 8 izlaz zraka,
*H’] i

Slika 19. Shematski prikaz kontinuiranog bioreaktardluidiziranim plinovito-¢vrstim
slojem(Mitchell i Berovic., 2003.
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U sva tri sl¢aja, glavni mehanizam od#&enja topline je konvekcijsko i evaporacijsko
hladenje zrakom koji prolazi kroz sloj. Nezésni zrak se moze Kkoristiti za poticanje
isparavanja s obzirom da mijeSanje omage ravnomjernu raspodjelu dodane vode. Kod
bioreaktora s mijeSanim slojem i fluidiziranim o) plinovito€vrsto voda se moze
rasprSivati po povrsini sloja, dok se kod bioregkts vibrirajim bubnjem moze kapati iz
sredisnjeg cilindra kroz sloj supstrata. U laborigtkom mjerilu se pokazalo da su kontrola
temperature i vlaznosti dobre u &ju bioreaktora s mijeSanim slojem i bioreaktora s
vibriraju¢im bubnjem, dok podaci za velika mjerila nisu desiu Zahvaljujéi velikim
koriStenim brzinama protoka plina, konvektivho ddaje je vrlo dinkovito u plinovito-
¢vrstom fluidiziranom sloju, tako da kontrola temgteire ne predstavlja problem niti u

velikom mijerilu (Mitchell i sur., 2002).

MijeSanje se kod ove skupine reaktora ostvaruje raaicite naine. U nekim
slicajevima, mjeSalo je avrs¢eno i imaili spiralni ili planetarni dizajn, koji omogava
kontinuirano mijeSanje (Slika 20). Drugi dizajn ukluje vertikalne vijke namjeStene na
pokretnim kolicima koja se kéa natrag i naprijed duz osi reaktora. U tontaju, iako samo
mijeSalo radi kontinuirano, svaki pojedini dio slapijeSan je samo povremeno, frekvencijom
od jednom ili dvaput na sat, ovisno o brzini kolicduljini bioreaktora. Dizajn mijeSala je
klju¢an: supstrat se ne smije zdrobiti niti smije¢iddo smicanja uz stijenku bioreaktora
(Mitchell i sur., 2002).

Bioreaktor s vibrirajgim bubnjem je testiran samo u laboratorijskom mjeslikorisnim
volumenom reda valine 1 L. U velikom mijerilu, mijeSanje uzrokovano tacijom
perforiranih bubnjeva vjerojatno ée biti winkovito i moglo bi raditi malo bolje nego kod

fiksnog sloja, uz zn@jni temperaturni gradijent duz pravca strujangkar

S druge strane, plinovitdvrsti fluidizirani slojevi se koriste u velikim njéma. Jos
davne 1975. godine Kikkoman je konstruirao plinonrsti fluidizirani sloj od 8000 L
radnog volumena, tvrdeda je proizvodnja enzima u ovom bioreaktoru ekoitoija nego
bilo SLF ili SSF-procesi u drugim bioreaktorima. &é&m, malo je informacija dostupno o
radu njihovog bioreaktora, sa samo usputnim refenera u literaturi. Nedavno je provedeno
istrazivanje proizvodnje etanola u plinoviterstim fluidiziranim slojevima, koji nude
potencijalnu prednost stripiranja etanola u plingkzu tijekom fermentacije, minimiziraju
tako problem inhibicije procesa etanolom (Mitchedlr., 2002).
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(a) o 5 (b)

sloj
supstrata

ucrderd'li \\
_.._---""" | plagt

o

perforirana ploca

Slika 20.Bioreaktori s mehagkim mijeSanjem, prikladni za kontinuirano i povremoe

mijeSanje, koji pruzaju dobru aeraciju statig sloja supstrata (Mitchell i sur., 2006).

a) Bioreaktor s planetarnim mijeSalom (oStrica mijassd okrée oko svoje srediSnje osi,

dok se istovremeno njena srediSnja os @kiako srediSnje osi reaktora)

b) MijeSalica sa spiralnom oStricom koja struze po a#umjoj stijenci bioreaktora,
podizwi materijal koji se mijesa.
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2.8. Modeliranje SSF-bioreaktora

Matematéki modeli mogu biti vazni alati u dizajniranju S®kereaktora i optimizaciji
njihovog rada. U ovom poglavlju prikazan je kragadegled matematkih modela koji se
primjenjuju na SSF-bioreaktore i objavljen je u ¢hiell i sur. (2002).

Matemattki modeli SSF-bioreaktora sastoje se od dva d{jdigchell i sur., 2002):
» kineticki submodel koji opisuje kinetiku rasta mikroorgama i utjecaj uvjeta
rasta na kinetiku rasta mikroorganizma
» submodel bilance mase i energije koji opisuje pog topline i mase u sloju

supstrata te njihove izmjene izdwesloja i njegove okoline.

Takvi modeli mogu dati uvid u ndadjelovanja raznih kinetkih i transportnih fenomena
koja utjgu na performanse bioreaktora. Td&o daju informacije kako se promjenom radnih

varijabli mogu poboljSati performanse bioreaktora.

2.8.1. Modeliranje kinetike rasta

NasSe razumijevanje rasta u SSF-sustavu je vrlo§movu odnosu na nase razumijevanje
rasta u submerznoj tekoj kulturi (eng. submerged liquid culture, SLF). EBF su razvijeni
vrlo sofisticirani modeli, ukljauju¢i strukturirane modele koji opisuju neke od
unutarstarinih procesa i segregirane modele koji uzimaju urattzhomogenost populacije.
Slabo poznavanje rasta u SSF-sustavima moze sasgbripkompleksnosti sustava.
Mikroorganizam raste u matrici krutfestica i pora koja je strukturno heterogena, dokase
SLF-sustav moze pretpostaviti da su nutrijentiangte ravnomjerno raspa@ni u prostoru.
Razdvajanje biomase awrste ¢estice je teSko iltak nemogte. Zato su za péanje rasta
potrebne neizravne metode, a karakterizacija bdkbg stanja biomase je teSka, ako ne i
nemogua. Mnogi SSF procesi ukfuju funge, koji rastu u obliku micelija elongacijom
grananjem hifa, Sto moze dovesti do slozenije Kieatasta od one s kojom se sudsim@o kod
jednostaninih organizama kakvi se aimio koriste u SLF procesu. Statn rad bioreaktora
dovodi do pojave gradijenata temperature i koneeijg plinova u sloju supstrata. Taley
dolazi do pojave gradijenata kisika i hranjivih rivanutar ¢estica podloge (Mitchell i sur.,
2002).

Obzirom na ovakvu kompleksnost, ¢uga matematikin modela SSF-bioreaktora

pokuSava opisati prijenos topline i prijenos tvarmakromijerilu, tj. kroz sloj supstrata kao
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cjelinu, te izmdu sloja supstrata i stijenke bioreaktora i gorrgéghbodnog prostora (vrSnog
prostora), ali ne pokuSava opisati difuziju kisikenutrijenata unutarcestica. Stoga su
jednadzbe rasta afrio jednostavne empirijske jednadzbe u kojima jesam ovisnost rasta o
udjelu biomase, ali ne i o koncentracijama hrahjtviari i kisika unutatestica. Parametri tih
jednadzbi se oddeiju prilagatavanjem jednadzbi eksperimentalnim profilima ra¥&@zno je
napomenuti da su u prikazu profila rasta koriSteaiiciti sustavi jedinica. Dva uobajena
n&aina izrazavanja su grami biomase po graméepwg suhog supstrata i grami biomase po
gramu suhog supstrata u uzorku. OvEinaizrazavanja nisu ekvivalentni, zbog gubitka
ugljika u obliku ugljikovog dioksida iz materijakoji fermentira tijekom procesa. Nadalje,
kako je vé navedeno, biomasa se rijetko moZze izravno odremhtise tako grami biomase u
gore navedenim jedinicama mogu zamijeniti milignaraiglukozamina ili proteina ili neke

druge komponente (Mitchell i sur., 2002).

Obi¢no se primjenjuju linearni, eksponencijalni i lagiki model rasta (Mitchell i sur.,
2002).

Model linearnog rasta opisuje konstantnu brzintaeras

dx
—=C 2
o (2)

gdje je:
X — koncentracija biomase (izrazena u jednom oé gpomenutih sustava jedinica),

¢ — linearna brzina rasta, s odgovaéajm mjernom jedinicom.

Eksponencijalni model rasta je opisan jednadZzbom:

dX
— =X 3
qt H (3)
gdje je:
X — koncentracija biomase,

K — speciitna brzina rasta.

Budui da ni model linearnog rasta, niti eksponencijaiodel rasta ne opisuje §&inu
lag-fazu niti kon&nu stacionarnu fazu (Mitchell i sur., 2002), kagise druge jednadzbe, pa
se u najjednostavnijem skju te faze mogu opisati ovom jednadzbom:

d_x =0 (4)
dt

Medutim, navedena jednadZba ne opisuje dobro fazeauarga i usporavanja rasta.
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Logisticki model opisuje usporavanje rasta do kojeg ddtadi se koncentracija biomase
priblizava nekoj maksimalnoj vrijednosti (X

(i)

Logisti¢ka krivulja se izravnava kako se X asimptotski fitdva X, Cesto je pdetno
poveanje koncentracije biomase sporo, tako da ova githeesto daje odgovarajuopis
cijelog ciklusa rasta, uklfiwju¢i lag-fazu i stacionarnu fazu. Zato se ta jednaddbino

ugraiuje u modele bioreaktora (Mitchell i sur., 2002).

Logisticki model je simettian oko tgéke infleksije, dok se u nekim slajevima profil
rasta sastoji od kratkog perioda naglog ubrzargkon kojeg slijedi dugi period polakog
usporavanja rasta. Za opisivanje takvih profilaredloZzena ova jednadzba (eng. ,power-law-

equation®) koja je izvedena iz logike jednadzbe:

dX v(1 (X)" )
ac X,
Druga jednadzba za nesimeétre profile je model koji dijeli ciklus rasta u fazu
eksponencijalnog rasta (7) i fazu usporenog ra&jta (

dX

i uX t<t, (7)
dX

— = pLe k(t-tax t>t

ar ~ He =ta (8)

gdje je:
ta — vrileme u kojem organizam izlazi iz ekspongioe faze rasta i brzina rasta se
p&inje smanjivati,
L — trenutno smanjenje specifie brzine rasta kako mikroorganizam ulazi u fazu

usporenog rasta,

k — konstanta brzine usporavanja rasta.

Klju¢ni procesni parametri, kao Sto su aktivitet votiemperatura podloge, mogu znatno
varirati tijekom fermentacije. Bududa ove varijacije mogu imati vrlo Stetnéinke na rast i
nastajanje proizvoda, pozeljno je ukifii ucinke tih procesnih parametara u submodele
kinetike rasta. Do danas se to radilo empirijskir.Nda bi se odredioc¢inak temperature na
rast, obéno se istrazi rast u odtenom rasponu temperatura, ali tako da se odrzava

konstantna temperatura tijekom fermentacije za sva#jedinu krivulju rasta. Analizom
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svake krivulje rasta dobiju se kingki parametri za tu temperaturu, a zatim se pamo
empirijske jednadzbe opisuje njihov odnos. Mitchiekur. (2002) citiraju jedan primjer

ovakvog pristupa, gdje se odreao utjecaj temperature na parametre loglstiednadzbe:

—A
Ale(R_TZ)
u= —
1+ Aze(7T) ®
Xm = BO + BlT + BzTZ + BgT3 + B4T4 (10)

gdje je:
R — ogga plinska konstanta,

A, B — empirijske konstante.

U ovom pristupu modeliranju utjecaja temperatureéasa u SSF-bioreaktoru gdje postoje
vremenske razlike u temperaturi, postoji implicipratpostavka da rast mikroorganizma ovisi
samo o trenutnoj temperaturi, a ne i o proslim dg@nim temperaturama. Metim, to je
malo vjerojatno. Razmotrimo mikroorganizam kojiiomplno raste na 37 °C, i na kojeg Stetno
utjece temperatura od 50 °C, do koje lako mozé tiggkom fermentacije. Temperatura koja
je izmeiu te dvije vrijednosti, na primjer 45 °C, I8¢ tijekom fermentacije postignuta u dva
slucaja: prvi put u ranoj fazi fermentacije, dok se pematura powsava od optimuma do
maksimuma, i jednom u kasnijoj fazi fermentacijagd& se rast usporava. lako je temperatura
jednaka u oba trenutka, fizioloSko stanje biti prilicno razltito. U prvom sldaju
mikroorganizam je proSao iskustvo razmjerno poviljemperatura, dok je u drugom &hju
mikroorganizam pretrpio Stetne visoke temperatyekdm nekoliko sati. U eksperimentu
osmisljenom da oponasSa tu situaciju, u kojem stukellprenesene s 37 °C do 50 °C tijekom
10 sati, a zatim vigne na 37 °CRhizopus oligosporus je nakon povratka na 37 °C bilo
potrebno 20 sati da postigne onu brzinu rasta jeojmala kultura inkubirana na 37 °C cijelo
vrijeme. Meiutim, takvi pristupi modeliranju gdje bi se taj kifeizeo u obzir nisu razvijeni,
niti postoje eksperimentalni rezultati koji bi bgbtrebni za razvoj takvih modela (Mitchell i
sur., 2002).

2.8.2. Modeliranje prijenosa mase i topline u slojsupstrata

Submodel bilance mase i energije modela bioreakipisuje prijenos topline i mase kroz
cvrsti sloj koji je promatran kao cjelina, te izmgizmeiu ¢vrstog sloja i drugih faza, kao Sto
su vrsni prostor i stijenka bioreaktora (Mitchedlur., 2002). U skaju dobro mijeSanog sloja
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moZe se pretpostaviti njegova homogenosetenodel sadrzavati samo e diferencijalne
jednadzbe. U sliaju stattkih slojeva supstrata, neizbjezni su gradijentiste potrebne
parcijalne diferencijalne jednadzbe kako bi se eizelobzir varijacije u vremenu i prostoru
unutar sloja. Na primjer, za opisivanje jednodimenalnog prijenosa topline kod reaktora s
fiksnim slojem se moze koristiti slijeéie jednadzba, uz pretpostavku da je sloj dovoljnaksi

da prijenos topline okomito na smjer strujanja arbkde zanemariv:

oT oT 0T dX
prpb (E)‘l'pa(cpa-}'f)\)vz (g) = kp ﬁ +ps(1 _S)YE (11)

gdje je:
pp, — gust@a &vrstog sloja [kg ]
pa — gust@a zraka [kg ]
Cpp — toplinski kapacitetvrstog sloja [J kg °C™]
Cpa — toplinski kapacitet zraka [J K§C™]
T — temperaturavrstog sloja [°C]
f - brzina kojom se zasnje zraka vodom povava s temperaturom [kg vode kzraka °C']
A — entalpija isparavanja vode [JHg
V, — povrsinska brzina zraka [ri]s
z — aksijalna koordinata, tj. paralelna sa smjeromjaija zraka [m]
k, - toplinska provodljivostvrstog sloja [W it K™
ps — gustd@a cestica supstrata [kg Th
€ — udio Supljeg prostora &vrstom sloju [bezdimenzionalan]
X - koncentracija biomase [kg biomase'laypstrata]

Y - prinos topline nastale zbog rasta biomase [J iar(ase)]

Prvi izraz na lijevoj strani jednadZbe opisuje akilswiju energije unutatvrstog sloja,
dok drugi opisuje odwienje topline konvekcijom i isparavanjeilan fA unutar tog izraza
proizlazi iz pretpostavke da zrak ostaje ¢asitijekom strujanja kroz sloj. Isparavanje vode
radi odrzavanja zasnosti zraka daje mu #eprividni toplinski kapacitet. U idealnom
slwaju, udio vode u zasnom zraku trebao bi biti opisan Antoine-ovom pairtbom,
medutim u ovoj jednadzbi je koriStena linearna aproiatija koja ima smisla samo pri

temperaturama iznad otprilike 20 °C.
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Promjene tijekom vremena su dhd male u odnosu na varijacije zbog udaljenostito z
modeli pseudoustaljenog stanja mogu dati dobre kapmacije. Véina modela koji su
napravljeni do sada su usred@ni na energetske bilance, iako su neki modeli dijra

prijenos kisika, dok su drugi ugradili bilance vad&tchell i sur., 2002).
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2.9. lzdvajanje proizvoda SSF-procesa

Kod nekih SSF-procesa, kao Sto je proizvodnja fatirenih namirnica i stne hrane,
cijeli fermentiranicvrsti materijal koristi se kao proizvod. U tom &iju, proizvod se moze
koristiti svjez ili se moze osusiti prije upotre@éitchell i sur., 2002).

Medutim, postoje i mnogi skiajevi u kojima je pozeljno izdvojiti i prastiti odreieni
proizvod. Glavna razlika iznde izdvajanja proizvoda fermentacije iz SSF i sulmneg
sustava je ta Sto kod SSF-sustava postoji dodairakk ekstrakcije produkta iz krutog
matriksa. Ohkino to ukljituje dobivanje tekieg ekstrakta, a daljnje izdvajanje i
prociS¢avanje je ohino slicno dobro poznatindownstream postupcima kakvi se koriste i kod
submerznih fermentacijskih procesa. Ovégeno se usredotdi na paietni korak ekstrakcije

ili izdvajanja, koji je jedinstven za SSF-proceb#t¢hell i sur., 2002).

2.9.1. Ekstrakcija enzima

Postoji veliki interes za koriStenje SSF-procesaraizvodnji enzima. Oldho se enzimi
izdvajaju iz fermentiranog krutog materijala postom ekstrakcije fermentirane krutine. U
nekim slé&ajevima krutina se suSi prije postupka ekstrakdjkstrakciju enzima pokée
razlika u koncentraciji enzima izrie tekiwte faze unutaéestica i otopine za ekstrakciju koja
okruzujecestice. Winkovitost postupka ispiranja se moze procijenditamelju dva kriterija:
udjela enzima izdvojenog ivrste podloge i koncentracije enzima u ekstrakaisnd, cilj je
postizanje visokih prinosa, uz dobivanje visokimé&entracija u ekstraktu. Uspjeh ovisi o
uvjetima ekstrakcije, o0 omjeru otopine za ekstnakcikrutine koji se koristi te svojstvima
otopine za ekstrakciju (Mitchell i sur., 2002).

Topljivost enzima u otopini za ispiranje ufgena @dinkovitost ekstrakcije. Kako bi se
poveala topljivost, pH-vrijednost otopine za ispirarijeba biti udaljena od izoelekirie
tocke enzima. Otopine soli za ekstrakciju enzima mbiguucinkovitije od vode zbog W&
ionske jakosti, iako je vazno ne Koristiti soli &egmanjuju topljivost enzima, kao Sto je
amonijev sulfat. Tako su se npr. otopine natrijelaida pokazale tinkovitijima od vode u
ispiranju proteaze iz rizinih mekinja €imkovitijima od otopina neionskih deterdzenata u
ispiranju proteaze iz pS&mih mekinja. Méutim, treba voditi r&una o tome da u nekim
sluicajevima otopine soli mogu pogodovati ekstrahiramgpoZzeljnih spojeva iz fermentirane

mase. Na primjer, pri ekstrakciji enzima iz drvedtgpine soli mogu pogodovati istodobnoj
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ekstrakciji polifenola, koji ometaju daljnje korakagrois¢avanja. Dvofazne otopine za
ispiranje mogu se Kkoristiti u postupku kombiniraglestrakcije i proiScavanja, kao Sto je

pokazano u izolaciji glukoamilaze iz pS&mh mekinja. Ekstrakcijskom smjesom koja se
sastojala od PEG 6000 i kalijevog fosfata postigrjatizdvajanje 95% glukoamilaze u fazi

kalijevog fosfata, dok su srsti ostaci skupljali na granici faza.

Omijer otopine za ispiranje évrste sirovine koji je potreban za dobivanje visoke
ucinkovitosti ekstrakcije ovisi o prirodi koriStengmpstupka. U literaturi su opisani razii
naini ekstrakcije (Mitchell i sur., 2002) - izravnakstrakcija, perkolacija, ekstrakcija
pulsirajuteg toka i protustrujna ekstrakcija:

» Prilikom izravne ekstrakcije se ekstrakcijska ot@pdoda krutoj sirovini u posudi koja se
zatim mijeSa.

* Kod perkolacije, krutine su postavljene u kolonuekstrakcijska otopina dodaje se na
vrhu. Ventil na otvoru na dnu je otvoren i télna se polako cijedi krovrsti sloj.

» Pri ekstrakciji pulsirajéeg toka krutina je smjeStena u kolonu, a na vrhkosgroliranom
brzinom poméu pumpe dodaje otopina za ekstrakciju.

Medutim, ovi postupci zahtijevaju visoke omjere té&g prema krutom, koji ponekad dostizu

do 10 L vode po kilogramuévrstog uzorka. Mogéi su visoki stupnjevi izdvajanja, ali

dobivene otopine su relativno razdgne. Opisane strategije se ne mogu koristiti ugsinca

izdvajanja, budéi da su u suprotnosti s jednom od ranije navedprednosti SSF-procesa, a

to je ¢injenica da se u SSF-procesima moze posgisoka koncentracija proizvoda. Jednako

je skupo preistiti enzim iz vrlo razrijgenog ekstrakta kao i iz raziijene fermentirane

podloge dobivene submerznom fermentacijom (Mitchslir., 2002).

Istrazivana jeietverostupanjska protustrujna ekstrakcija, kojgresodi ucetiri posude
koje sadrze krutine u raziiim fazama ispiranja (Mitchell i sur., 2002). S¥geotopina za
ispiranje dodaje se krutini koja je &/&i puta bila ekstrahirana. Nakon detvrte ekstrakcije,
ova krutina se baca i zamijeni novom Sarzom kruwaderijala koji je ekstrahiran ¥dri puta,

a ekstrakt se doda u posudu s krutinom koja jehpdeto bila dva puta ekstrahirana. Postupak
ekstrakcije se ponavlja, a telmoa koja je proSla kroz tri Sarze krutog materijsgakonano
koristi za ekstrakciju svjezeg materijala. Ekstriakbvog koraka predstavlja kafra dobiveni
ekstrakt. Protustrujno gibanje telwe i krutine zna da je izlazna tektina u ravnotezi sa
svjezim krutim materijalom, koji sadrzi najviSu laantraciju enzima, umjesto da bude u
ravnotezi s iscrplienom krutinom, kao Sto je toc¢ajukod drugih metoda. Ova metoda

ekstrakcije omogtuje visok postotak izdvajanja proizvoda, uz kongeniskih omjera
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otopine za ekstrakciju &évrstog materijala. U procesu sa 4 do 5 faza mozeastti
ucinkovitost ispiranja od 85%, koristeniske omjere ekstrakcijske otopine i krutine (npiL

otopine za ekstrakciju po kilogramu suhe kruteijy@itchell i sur., 2002).

Potencijalni problem kod svih tih metoda ekstrakgg zadrzavanje ekstrakcijske otopine
unutar ¢estica podloge, jer se SSF-procesi¢nbi provode na supstratim#a je vlaznost
manja od njihovog maksimalnog kapaciteta zadrzavaoge. Tijekom procesa ekstrakcije,
ovi supstrati imaju tendenciju zadrzavanja dovolptopine za ispiranje da dosegnu svoj
maksimalni kapacitet zadrZzavanja vode. Otopinaspirdnje zadrZzana u supstratu sadrZi
enzim, Sto predstavlja gubitak tijekom procesa #@awja. PreSanje krutog supstrata idme
razlicitih faza ekstrakcije moze poboljSati izdvajanjepZavo, preSanje fermentiranog krutog
supstrata se koristi za izdvajanje enzima. Postggagrovodi u dva koraka. Prvo se koristi
hidraulicna preSa za e (pritisak 220 bara / 1 minuta). U drugom koralkpsdratu se doda
kolicina vode jednaka volumenu ekstrakta izdvojenogppvom preSanju, pa se preSanje
ponovi. Ovaj postupak daje omjer od 1,2 L kimay ekstrakta po kilogramu getne krutine,

a izdvaja se 85-95% enzima (Mitchell i sur., 2002).

Nazalost, niski omjeri tekeg prema krutom, koji su pozeljni sa glediSta dabja
najve&e mogue koncentracije enzima, mogu dovesti do visokihcemtracija ekstrahiranih
polisaharida, kojicine ekstrakt dosta ljepljivim i ometaju daljnje k&e prdiScavanja.
Polisaharidi se mogu istaloziti dodatkom kalcijevkigrida, ali se mora paziti da se ne

istalozi i enzim (Mitchell i sur., 2002).

2.9.2. Ispiranje drugih proizvoda

Ekstrakcija je takéer korisna tehnika za izdvajanje raznih nehlagijiproizvoda
(pigmenti, antibiotici, biljni hormoni rasta i ongske kiseline) koji se mogu proizvesti SSF-
procesima. Odabir otopine za ekstrakciju ovigto svojstvima molekule koja se izolira.
Voda i vodeni puferi mogu biti vrlodinkoviti u ekstrakciji spojeva koji su dobro topijiu
vodi, dok se za manje polarne spojeve mogu karistijanska otapala, poput etanola.
Razmatranja dinkovitosti procesa su ista kao i kod ekstrakcijgima, a pozeljan je visok
stupanj izdvajanja i koncentrirani ekstrakti.

Proizvod kojem je pos¥ena najvéa paznja je giberelinska kiselina (biljni hormon
rasta), koja se izdvajéetverostupanjskom protustrujnom ekstrakcijom, ketisrazrijedeni
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etanol. Takder je istrazivana ekstrakcija superkmiim fluidima, iako giberelinska kiselina
ostaje unutar krute mase (Mitchell i sur., 2002).

2.9.3. Izdvajanje hlapljivin proizvoda

Hlapljivi produkti se mogu izdvojiti iz krute podhe bez potrebe za ekstrakcijom. U
sliéaju etanola ekstrakcija vodom je nepozeljna i katreeija mora biti visoka da bi se
provela destilacija, a izravno preSanje daje lo8eope. Izravha destilacija fermentiranog
supstrata je moda, iako je ekonomski izvediva samo ukoliko se igleni supstrat moze
upotrijebiti kao sténa hrana. Kod procesa s fluidiziranim slojem, eltasg moze izolirati
direktnim stripiranjem, gdje se etanol kondenzaastruje plina. Hlapljivi spojevi arome su
jos viSe problematni, jer obtno se proizvode u samo malim koncentracijama (Mitch
sur., 2002).

2.9.4. Izdvajanje fungalnih spora

Razni SSF-procesi ukkuju proizvodnju fungalnih spora, npr. za uporabuo ka
biopesticidi ili kao inokulum za proizvodnju plavagra. U nekim sléajevima, produkt
fermentacije se jednostavno susSi i melje, ali trgdmsvetiti posebnu paznju da se ne
inaktiviraju spore. Olgno je cilj susiti brzo, sa suhim zrakom temperatike 30-35 ° C, iako
su neke spore donekle otporne na viSe temperdPamekad se to suSenje moze obaviti u
bioreaktoru nakon zavrSetka fermentacije, takoel@rgkine dotok vlaznog zraka i z&pe
dotok suhog zraka. U drugim je &hjevima pozeljno izolirati spore odvojeno. To sezmo
postti izravnim usisavanjem spora iz mase (Mitchelln. sR002).
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3. Zakljucci

Na temeljucinjenica navedenih u ovom zavrSom radu doneseslijsdeti zakljucci:

1. Razvoj suvremene biotehnologije do sada je bio eanjuglavnom na submerzne
procese, koji su se pokazali pogodnijima zairnue proizvoda. Méutim, u
odreienim okolnostima i za oddene proizvode, uzgoj n&rstim supstratima je
prikladna, a ponekad i bolja opcija od submerznogpia.

2. U procesima uzgoja né&rstim supstratima vazan je utjecaj fizikalnilmbenika
(vlage, temperature, pH-vrijednosti, sastava plitgofaze, koncentracije supstrata i
produkata) koji utjgu na rast mikroorganizama. Zato je iznimno vaznbofjeati
moguwnosti mjerenja i kontrole procesnih parametara pénorati konstrukciju

bioreaktora.

3. Prema glavnim izvorima ugljika koje sadrZze, sir@vina ove procese mogu se
svrstati u 3 skupine - Skrobne, lignocelulozne rowsne koje sadrze uglavnhom

topljive Seere.

4. Uzgoj nacvrstim supstratima predstavlja djelotvorancinakoristenja otpadnog
lignoceluloznog materijala i dobivanja proizvodaisokom dodanom vrijednoés.
Ovakvi postupci su ekoloski i ekonomski opravdamige primjenjuju jeftine i lako
dostupne obnovljive sirovine poput poljoprivrednalyvnog otpada.

5. Obzirom na dostupnost lignoceluloznih sirovinakiogu razvoja biotehnologije u
Republici Hrvatskoj treba razmotriti uzgoj @arstim supstratima kao jednu od

mogutnosti za proizvodnju mikrobne biomase i pojedinigtatolita.
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