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Sinu, najboljem prijatelju



Dragi biotehnolozi,

Prirucnik koji se nalazi pred Vama namijenjen je studentima treée godine
preddiplomskog studija Biotehnologije, Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
(PBF-a), Sveucilista u Zagrebu. Priruc¢nik je nastao tijekom dvadesettrogodiSnjega
nastavnog i znanstveno-istrazivackog rada dr. sc. Toncija Rezi¢a, redovitog
profesora Laboratorija za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i
tehnologiju piva i slada (Laboratorij za Bl, IM i TSP); Zavoda za biokemijsko
inZenjerstvo, PBF, SveuciliSta u Zagrebu. Priru¢nik je napisan s namjerom da
pripremi studente za uspjeSno polaganje ispita iz predmeta Biokemijsko
inZenjerstvo i Biotehnologija 3 na treéoj godini preddiplomskog studija
Biotehnologije PBF-a. Takoder, on ¢e studentima omoguciti uspjesno razumijevanje
biotehnoloskih procesa i operacija tijekom proizvodnje mikrobne biomase i
proizvoda primarnog i sekundarnog metabolizma. U konacnici, njegovom d¢e
primjenom studenti uspjeSno povezati znanja usvojena na predmetima
preddiplomskog studija Biotehnologije, a kao pripremu studenta za nastavak
studija na diplomskom studiju Bioprocesnog inZenjerstva.

Primjeri rijeSenih zadataka koje ovaj Priru¢nik nudi obuhvacaju sljedeée
cjeline: Sarini uzgoj i kinetika mikrobnih procesa; Kontinuirani uzgoj; Sarzni uzgoj s
pritokom supstrata te procjena uspjesnosti mikrobnih procesa.

Svaka od navedenih cjelina zapocinje s teorijskim uvodom u kojem su opisani
osnovni pojmovi i jednadZbe koje se koriste u primjerima rijeSenih racunskih
zadataka. Jednadzibe su izvedene na temelju shematskih prikaza fizicke slike:
sarznog, kontinuiranog i Sarznog procesa s pritokom supstrata, a u racunskim
zadacima ove jednadzbe su primijenjene da bi se na temelju rezultata uspjesno
postavili navedeni procesi. Nadalje, prikazan je izvod za racunanje brzine
razrjedenja kod koje se ostvaruje maksimalna produktivnost tijekom provodenja
kontinuiranih procesa, a kao primjer optimiranja biotehnoloskih procesa.

U prilozima je prikazan primjer procjene kinetickih parametara koristenjem
programskog paketa Wolfram Mathematica (Mathematica 2013) i rezultata
laboratorijskih vjezbi iz predmeta Biokemijsko inZenjerstvo. Procjena kinetickih
parametara obuhvaca: prikaz eksperimentalnih podataka i regresijski model za
kisik, biomasu, supstrat (glukozu), proizvod (mlije¢nu kiselinu) i aktivnost enzima,
kineti¢ki modeli za rast biomase mikrobnih stanica, nastajanje proizvoda, potrosnju
supstrata i proizvodnju enzima te procjena kinetic¢kih parametara istih.

| na kraju, Zelim se zahvaliti svim djelatnicima Laboratorija za biokemijsko
inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju piva i slada koji su pomogli u



izradi ovog Priru¢nika. Takoder, koristim priliku i pozivam sve biotehnologe koji su
koristili, ili koji ¢e koristiti Priru¢nik, da daju sugestije, ideje i primjedbe koje ¢e nam,
na obostranu korist, pomoéi u daljnjem oblikovanju predmetnog sadrzaja u
koristan i zanimljiv nastavni materijal.

Zagreb 05. 02. 2022. prof. dr. sc. ToncCi Rezié
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1. Uzgoj mikroorganizama u bioreaktoru s mijeSalom

t (uzgoja)

Xor So X,S

V, — kons.

Slika 1. Shematski prikaz promjena koncentracije mikrobnih stanica i supstrata u
bioreaktoru s mijeSalom.

Xo - koncentracija stanica na poéetku uzgoja (kg m3)

X - koncentracija stanica na u vremenu t (kg m?3)

So - koncentracija supstrata na pocetku uzgoja (kg m=)
S - koncentracija supstrata na kraju uzgoja (kg m=)

V. - ukupni volumen bioreaktora (m?3)

Vi - korisni volumen bioreaktora (m?3)

Napomena: svaki uzgoj mikroorganizma zapocinje inokulacijom hranjive podloge s
odgovaraju¢om masom inokuluma (brojem aktivnim mikrobnih stanica).

Promjena koncentracija stanica i produkta odvija se odredenom brzinom koju
opisuju kinetika mikrobnih procesa (Moser 1985; Liu 2020) a sastoji se od kinetike:

— rasta (umnoZavanje) mikroorganizama
— potrosnje hranjivog supstrata (limitirajuceg supstrata; najcescée izvor ugljika)
— nastajanje produkta metabolizma u toku rasta stanica ili njihovog mirovanja.



2. Kinetika rasta mikroorganizama

Brzina rasta mikro organizama ovisi o generacijskom vremenu.

Generacijsko vrijeme — vrijeme potrebno da se broj stanica udvostruci (ukoliko se
ne mijenja s vremenom stanica raste eksponencijalnom brzinom.

———-— biomasa
N
— >N ——— | [supstrat
N
= \
<
{7’ \
< N T
A / ) faza
< faza eksponencijalna‘faz stacionarna | 4y mira-
%) indukcije \ faza nja
<
> \ stanica
o \
) \
\
\
VRIJEME

Slika 2. Krivulja rasta jednostani¢nih mikroorganizama (Mari¢ i Santek 2009).

Specificna brzina rasta se izvodi na osnovu razmatranja povecanja broja stanica u

eksponencijalnoj fazi.

&

Slika 3. Karikaturni prikaz udvostrucavanja

eksponencijalne faze rasta.

broja mikrobnih stanica tijekom
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n - broj dioba

t vrijeme

t generacijsko vrijeme

M — specific cell growth rate

InN, = -t +InN,

Specifi¢na brzina rasta je stalni parametar rasta svakog mikroorganizma na podlozi
stalnog sastava i pod konstantnim uvjetima. Njezina vrijednost ovisi o nasljednim
svojstvima mikroorganizma, sastavu hranjive podloge i pocetnoj koncentraciji
mikroorganizama u podlozi (Doran 1995).

Masa mikrobnih stanica se u pravilu lakSe odreduje nego broj stanica

InX, = -t+InX,

Eksponencijalna brzina rasta mikroorganizama:

dx

dt

X ~—u -N
K 4t H,

X - koncentracija stanica



N — broj stanica
U - specificna brzina rasta na bazi mase stanice

K - specificna brzina rasta na bazi broja stanica
n

U eksponencijalnoj fazi broj stanica se udvostrucuje konstantnom brzinom!

t X
integr cijaIi J‘;antilog.
0 Xo

— t = t — t
X=X, e! m,=m,, e N=N,e"



Primjer 1: Generacijsko vrijeme bakterije iznosi 20 minuta. Ukoliko se uzgoj
zapocne s jednom stanicom, koliko ¢e stanica nastati nakon 48 sati i kolika bi to bila
masa stanica, ako 10! stanica teZi 1 gram?

t, =20 min

NO: 1 ‘ mstanica =

t=48 h

N = No' e“’t

= In2 _ 0,69??2'60 min _ 2,079 ht
t, 20min  1h

N=1-e2071h-1"48h=7 23 . 10 43 stanica

N

m —
1014 g-l

= 2,23-10%° g= 2,23-10% tona

stanica —




Primjer 2: U podlogu je inokulirano 10° stanica po mL. Ako je generacijsko vrijeme

20 minuta, za koliko ée vremena koncentracija stanica porasti na 10° stanica po
mL?

t; =20min=0,3 h
N0=106ml_-1 ‘ t =7
N,=10° mL*
N=N,-eHt
- In2 _ 0,6932 _ 2,079 It
tg 0,3h
N

N
— ="t /N == In—=p-t
0 No

10 6
N/, (10% /10°)
i 2,079 h'

=4,430 h



3. Krivulja rasta mikroorganizama i potroSnje supstrata
tijekom Sarznog procesa

InX !
InS LAG EXP. STAC.
FAZA FAZA X FAZA
5, X
At
M=
Xo T \ " At
At
) t ”t|agn teXp Htstac” tp j
tlag + texp+ tstac =t (uzgoja)‘

t (ukupno) =t (uzgoja) + tp+ tp

Slika 4. Ukupno vrijeme trajanja Sarznog procesa i krivulja rasta — ovisnost
logaritma promjene koncentracije stanica o vremenu tijekom eksponencijalne
faze.

Napomena: mjerenjem vremena trajanja eksponencijalne faze i promjene
koncentracije stanica moze se izraCunati specificna brzina rasta mikroorganizma
tijekom Sarznog procesa (Bailey i Olis 1986).

Vrijeme trajanja:

to—punjenje, sterilizacija, hladenje
tiag — faza prilagodbe (lag faza)

texo — eksponencijalna faza

tstac — Stacionarna faza

tr — praznjenje



3.1. Monodov model mikrobnog rasta

u’max _____________________________

0,5u

max

Specifi¢na brzina rasta, L

|
|
|
|
|
|
|
|
i
K Koncentracija supstrata, S

Slika 5. Monodov model mikrobnog rasta (Monod 1949; Mari¢ i sur. 1991) -
ovisnost specificne brzine rasta i koncentracije limitirajuéeg supstrata (najcesce
izvor C).

S

u_“maxm

Hmax — maksimalna specifi¢na brzina rasta

S —koncentracija supstrata

Ks —konstanta zasi¢enja jednaka koncentraciji supstrata kada je p = 0,5 pmax



4. Ocjena uspjesnosti mikrobnih procesa

Uspjesnost mikrobnih procesa i njihovo medusobno usporedivanje u cilju
tehnoloSkog i ekonomskog vrednovanje, moZe se procijeniti na osnovu
slijedecih pokazatelja (Shuler 2002, Mari¢ i Santek 2009):

1. Prinos ili koeficijent prinosa

2. Koeficijent ili stupanj konverzije osnovnog supstrata (C-izvora) u produkt
3. Produktivnost ili volumna brzina nastajanja produkta
4

. Efikasnost

4.1. Prinos produkta

Koli¢ina (masa) produkta dobivena u jedinici volumena hranjive podloge nakon
zavrSenog mikrobnog procesa, odnosno prije procesa separacije produkta.

Produkti:

1. Prinos mikrobna biomasa - Yx — definira se kao masa mokre ili suhe tvari
mikrobnih stanica na 1 dm? ili m3 podloge; prirasle biomase:

Y« =X—Xo

2. Prinos mikrobnih metabolita (produkti) - (Yp) — definira se prema vrsti
metabolita, a uobicajeno je izrazavanje:

a) volumni ili teZinski udio Ciste supstance u komini izrazen u postocima
(npr. wp = 10 % vol/vol za proizvodnju etanola; wp = 9 % tez/vol za
proizvodnju octene kiseline)

b) masena ili mnozZinska koncentracija (P)

Y, =P— Py
Po — koncentracija produkta na pocetku uzgoja

P — koncentracija produkta na kraju uzgoja



c) specificna aktivnost metabolita u jedinici volumena podloge — koristi se
u proizvodnji enzima

4.2. Koeficijent ili stupanj konverzije osnovnog supstrata

Konverzija supstrata u biomasu

Yx/s — stupanj konverzije supstrata u biomasu - Masa biomase koja je proizvedena
po jedinici mase osnovnog supstrata (C-izvora)

CAX XX,
NS5, -5

Konverzija supstrata u produkte metabolizma

Yr/s — stupanj konverzije supstrata u produkt - Masa produkta koja je proizvedena
po jedinici mase osnovnog supstrata (C-izvora)

AP _P-P, Y

P

Y — —
AS S,-S S,-S

P/S —

4.3. Produktivnost

Pr - opisuje brzinu sinteze produkta ili potrebu za sirovinama po jedinici radnog
volumena reaktora

oy Prinos(c, ilic,)

trajanje procesa

10



Pr, S

~f

.e opt
vrijeme, t t

max

Slika 6. Promjena produktivnosti u ovisnosti o promjeni koncentracije supstrata
tijekom Sarznog procesa (Marié i sur. 1991).

U vrijeme trajanja procesa je ukljuceno: ¢is¢enje, punjenje, sterilizacija reaktora,

inokulacija, vrijeme trajanja mikrobnog procesa u reaktoru i praznjene reaktora.

1 X
t=—-:-1In—+t, +t +t,
!"Lm XO

tr — praznjenje i pranje bioreaktora
to — punjene, sterilizacija, hladenje

tL —trajanje faze prilagodbe

X
Pr =

1 X
—-In—+t, +t +t,

l’tm XO

11



Produktivnost Sarznog procesa raste sa skracivanjem ukupnog trajanja procesa
(Mariéisur. 1991).

Industrijski mikrobni procesi se zbog ekonomicnosti (potpunog iskoristenja
supstrata) obi¢no ne vode uz maksimalnu nego neku optimalnu produktivnost
(potpuna potrosnja supstrata).

4.4, Efikasnost

E - omjer dobivene i teoretski mogucée mase biomase/produkta.

E— YX/S, dobivena

YX/S, teoretska

Yx

E =
YX

, teoretska

12



Primjer 3: 80 m® medija koji sadrzava 20 g/L glukoze steriliziran je u reaktoru. U
reaktor je inokulirano 40 kg kvasca koji u optimalnim uvjetima raste maksimalnom
specificnom brzinom rasta od 0,45 h™l. Na kraju uzgoja koncentracija biomase bila
je 9,5 g/L, a koncentracija Secera 1,5 g/L. Treba izra¢unati:

a) proizvedenu biomasu

b) koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu

c) ucinkovitost procesa ako se teoretski iz 1 kg glukoze mozZe dobiti 0,51 kg
kvasca

d) produktivhost procesa ako punjenje reaktora i sterilizacija traje 2 h,
praznjenje i pranje 1,5 h, eksponencijalna faza rasta traje 8 h, a faza
prilagodbe je zanemariva

e) kolika bi bila najvec¢a mogucéa koncentracija proizvedenog kvasca i kolika bi
bila koncentracija biomase na kraju uzgoja?

a) Pocetna koncentracija stanica:

m 40 k
Xo= =2 = £ _ 0 5kg/m’
4 80m

Proizvedena biomasa:
Yy= X—-X, = 9,5 kg/m>-0,5 kg/m> =9 kg/m’

b) Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu:
X—X, 9,5 kg/m3 -0,5 kg/m3

=0,49 kg/kg
So—S 20 kg/m*—1,5 kg/m>

Yx/s =

13



C) Efikasnost procesa:

Y i 0,49 kg/k
X/S, stvarni _ Y, g/ g ~0,96
YX/S,teoretski 0,51 kg/kg

E =

ili
YX, teoretski — YX/S, teoretski (SO - S) =
_ 0,51(20 kg/m>—1,5 kg/m3)

=9,435 kg/m?>

YX,stvarni _ ) kg/m3 = 0,96
YX,teoretski 91435 kg/m

|

d) Produktivnost- brzina sinteze produkta po
jedinici volumena reaktora:
Kotlasti reaktor

pr= proizvedena biomasa ili produkt
trajanje procesa
Y (ilive) v (ili V)
tukupno texp + tD + tF + tlag
t, — praznjenje i pranje reaktora
t. —punjene i sterilizacija reaktora
t,.,o — trajanje faze prilagodbe
" t.x, — trajanje eksponencijalne faze
9,0 kg/m
pr= "6 0,783 kg/m’h
8h+2h+1.5h

14



e) Najve¢a moguca koncentracija proizvedenog
kvasca:

YX max, teoretska — YX/S, teoretska (50 - S)

= 0,51(20 kg/m>—0 kg/m3)

=10,2 kg/m>

X .= Yy +X,=10,2 kg/m> +0,5 kg/m>

max

X...=10,7 kg/m’

15



Primjer 4: Ako je konstanta zasi¢enja supstratom kvasca iz prethodnog zadatka
0,3 g/L, treba izracunati:

a) kolika bi bila specifi¢na brzina rasta na pocetku uzgoja ako je faza
prilagodbe zanemariva?

b) pri kojim bi koncentracijama supstrata specifi¢na brzina rasta pala na 90%
maksimalne vrijednosti?

c) koliko bi otprilike vremena proslo do tada?

d) dokazati da tvrdnja da mikroorganizmi rastu priblizno maksimalnom
specificnom brzinom rasta vrijedi ako je koncentracija supstrata veéa od 20
Ks.

e) kolika je specifi¢na brzina rasta, ako je S = 10 Ks?

Ks=0,3 g/L
umax = 0’45 h_l
So=20g/L

a) u - na pocetku uzgoja:
5

H= “maxKS—_’_S
u= 04shi_ 208t 4 4a3pt
0.3g/L+20g/L ——
b) $=7; =09 Upax
-K
“’= “’max - 5= “—S
Ks+35 Hmax —H

0,9-us.. -K
s =09 B K ~9.K,=9.0,3g/L=2,7 g/L

“AX -0,9-

16



c) t=7?

InX/ X, Yy /s =0,49 kg/kg

K S,=20g/L
$=2,7g/L

X:XO.eu't — [ =

v X=X
XS s -5 T X= Yy /s(So—S)+ X,

X= 0,49 kg/kg(zo kg/m® —2,7 kg/m3)+0,5 kg/m®

=8,98 kg/m°

Na pocetku uzgoja = |u= 0,443 h™

min. vrijeme
,_InX/x, _In (8,98kg/m3/o,5kg/m3)
i 0,443 h™

Atthe S=2,7g/L =|u=0,9-p_, =0,405h™

max. vrijeme
. InX/X, In (8,98 kg/m® /0,5 kg/m3)

m 0,405 ht

t~6,52-7,13 h

d) S=20K,;pu="?
_ s 20-Kg E
“ “max K$+S “max K$+20.K$ “max 21
n=0,95"tnax

e) S=10K;; u="7
10K 10

=“max =“max

Ks+S Ks+10-K 11

H= Hmax

H= Olgl'pmax

17



Primjer 5: Kolika je specificna brzina rasta mikroorganizma u Sarznom procesu ako
je na pocetku uzgoja koncentracija biomase bila 20 kg/ m3, a nakon 6 satiizmjerena
koncentracija biomase je iznosila 50,7 kg/ m3?

X,=20g/L
X=50,7g/L |mmp|u=7?
t=6h
X=X, eHt
InX/X, I (50,7 kg/m> /20 kg/m3)
t 6h
= 0,155 h*

Primjer 6: Izracunajte koeficijent konverzije supstrata u biomasu (YX/S) ako je

pocetna koncentracija biomase 50 kg/ m?, a konaéna odnosno 400 kg/ m3, pri éemu
je poletna koncentracija pocetna supstrata 800 kg/ m3, a konaéna 25 kg/ m3.

Xo=50 kg/m?3

X=400 kg/m?3
So= 800 kg/m?3
S=25kg/m?3

‘ YX/$= ?

X—X, 400 kg/m3 -50 kg/m3
So—S 800 kg/m>—25 kg/m®
=0,452 kg/kg

Yx/s =
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Primjer 7: Pri proizvodnji octene kiseline koncentracija produkta je porasla sa 70
kg/ m3 na 100 kg/ m3. Za to vrijeme koncentracija supstrata (etanola) je pala sa 27,2
kg/ m3 na 3,2 kg/ m3. Izralunajte koeficijent konverzije supstrata u produkt i
ucinkovitost procesa ako se teoretski pretvorba etanola u octenu kiselinu odvija
prema jednadzbi:

C,H.OH+0O, - CH,COOH +H,0

P, = 70 kg/m?
P =100 kg/m? Vo s
SO: 27’2 kg/m3 =7
$=3,2 kg/m?3

P—Py _ 100 kg/m®-70 kg/m®
So—S 27,2kg/m>-3,2 kg/m’

Yess = =1,25 kg/kg
1 kmol CH;COOH 60 kg/kmol
1 kmol C,H;OH 46 kg/kmol
=1,3 kg/kg
YP/S, stvarni_ _ 1,25 kg/kg
Yo/s, teoretski 1.3 kg/kg

YP/S, teoretski

E= —0,958
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Primjer 8: U proizvodnji mlije¢ne kiseline iz glukoze utro$eno je 100 m® medija koji
je sadrzavao 50 kg/ m?3 glukoze. Dobiveno je 42 kg/ m3 mlije¢ne kiseline. Izraunajte
koeficijent konverzije supstrata u produkt i produktivnost ako je ukupno vrijeme

trajanja procesa bilo 60 sati.

V=100 m3

Sp =50 kg/m?3 Vp o= ?
P =42 kg/m? = py = >
t=60h

S=P,=0kg/m?3

PPy _42 kg/m3 0 ke/ m3 =0,84 kg/kg
So—S 50 kg/m® -0 kg/m

YP/S =




Primjer 9: Pocetna koncentracija stanica u reaktoru je bila 10 kg/ m3. Nakon 16 sati
uzgoja postignuta je koncentracija stanica od 60 kg/ m>. Lag faza je trajala 1 h,
punjenje, sterilizacija i hladenje (priprema) reaktora 2 h, a prainjenje nakon
zavrietka procesa 1 h. Podetna koncentracija supstrata je bila 80 kg/ m3, a konaéna
koncentracija supstrata 5 kg/ m>. Izraéunajte u ovom $arznom procesu:

a) specificnu brzinu rasta
b) stupanj konverzije supstrata u biomasu

c) produktivnost.

Xo =10 kg/m?3
X =60 kg/m?3
tuzgoja =16h M= ?
tt=1h
L _ - YX/S= ?
ty=2h R
tp= 1 h
So=80 kg/m?3
S=5kg/m3
a) szo.eu-t_, “=%
In (60 kg/m> /10 kg/ms) »
16 h —
X=X
b) YX/S= SO_; 3 3
60 kg/m” —10 kg/m
Y., = =0,67 kg/k
X/5 80 kg/m3 -5 kg/m3 #
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c) t =t,, +t, =>t,,=16h-1h=15h

uzgoja

Yy = X — X, =60 kg/m> —10 kg/m® =50 kg/m>
YX

toxp T tp +p 1,

Pr=

e 50 kg/m3
15h+1h+2h+1h

=2.63 kg/m°h
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Primjer 10: Proizvodnja etanola iz melase (50 % saharoze) odvija se prema
jednadzbi:

C,,H,,0,,+H,0 — 4 C,H.OH + 4 CO,

Zbog inhibicije etanolom, stanice proizvodnog mikroorganizma toleriraju
maksimalnu koncentraciju produkta od 78,9 kg/ m3. Ako je radni volumen
raspoloZivog reaktora 80 m3:

a) Koliko je melase potrebno u SarZznom procesu za postizanje limitirajuce
koncentracije etanola, s obzirom da je ekonomski dopustena koncentracija
neizreagirane saharoze 10 kg/ m3?

b) Kolika je efikasnost procesa ako je stvarna koncentracija etanola 74 kg/ m3?
Rast biomase moze se zanemariti.

a)
4 kmol C,H:OH 46 kg/kmol

1 kmol C;,H,,0,; 342 kg/kmol

YP/S, teoretska

YP/S, teoretska 0,54 kg/kg

P—P
0 SO=

i

Ye/s =

m¢ =156,65 kg/m’ -80 m® =12532 kg
M, e =Ms /0,5=12532 kg /0,5=25t

b)

P —P, 74 kg/m3 -0 kg/m3
YP/S, stvarna =

Se—S 156,65 kg/m? —10 kg/m’

YP/S, stvarna 0,50 kg/kg

YP/S,stvarna _ 0,50 kg/ke =0,938

E =
ey Bndindindl
YP/S, teoretska 0,54 kg/kg
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5. Kontinuirani uzgoj mikroorganizama

Reaktor za kontinuirani uzgoj mikroorganizama se sastoji od:
- reaktora s konstantnim volumenom hranjive podloge

- pumpe za dovod svjeze podloge

- rezervoara svjeze podloge.

Xo
QI SO 1
Napojni g
tok umpa 1
4,
Vk - kons. X
Zrak Q’ S:X >

Izlazni
tok

Slika 7. Shema kemostata (Maric i sur. 1991).

U kontinuiranom uzgoju mikroorganizam se stalno odrzava u eksponencijalnoj fazi
rasta. Dotok svjeZeg supstrata odgovara brzini rasta odnosno brzini potrosnje
supstrata. Za kontinuirani uzgoj mikroorganizama hranjiva podloga je sastavljena
tako da su sve hranjive tvari osim supstrata u suvisku. Na taj nacin se
koncentracijom supstrata kontrolira koncentracija stanica u kulturi.

Pojam kemostat oznacava stalnost svojstava u stacionarnom stanju (Gomzi i
Kurtanjek 2019).
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5.1. Bilanca tvari u kemostatu
5.1.1. Bilanca biomase

koir:emnﬁ;;-e - Ulaz Izlaz Prirast Gubitak zbog
- J© = biomase ™ biomaseT stanica ~ odumiranja
biomase
dX
_:gxo _gX+H'X—OL-X
dt V vV
dX
X, =0, wa ==> gy =—%X+M-X

Stacionarno X _o : —%X-HJ.-X:O ':>H=§

stanje dt

Brzn.rja . D:g : “:D
razrijedenja V
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5.1.2. Bilanca supstrata

Promjena Utrosak Utrosak Utrosak
K .. Ulaz Izlaz supstrata
oncentracije= - = supstrata= supstrataza = .
supstrata supstrata v : za sintezu
supstrata za rast odrzavanje )
proizvoda
dS Q Q X - X
L _Zg s B2 g x- T
dt V 4 YX/S YP/S
- X ]
m-X Y—, qp =0
X/S ¢ X
| L |p(s —s)=E2
Stacionarno ds Q 0
: —>__—=0,—=D X/$
stanje dt v
u=0D —> XZYX/S(SO—S)
S Kontinuirani S
M - Hmax : : > D — DK
K.+S  uzgoj K +S

Dk — kriti¢na brzina razrjedenja, tj. maksimalna brzina kod koje kemostat joS moze
raditi, a odgovara priblizno vrijednosti pumax mikroorganizma u Sarznoj kulturi.

D-K Uvrsti u

= R — X:YX/S(SO—S)
D.—D

x=v,,| s, - 2K
x/s| 20 D, —D
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5.2. Produktivnost prilikom kontinuiranog uzgoja

Pr = gX =D-X
V
—
X f
& )
w Prma,x\\ ispiranje
>
Pr
S A
D v DK = Mmax
Dopt

Slika 8. Ovisnost koncentracije mikroorganizama (X), koncentracije grani¢nog
supstrata (S) i produktivnosti procesa (Pr) o brzini razrjedenja (D) tijekom

kontinuiranog uzgoja u kemostatu (Mari¢ i Santek 2009).

Dopt, Dm — brzina razrjedenja kod koje je produktivnost maksimalna
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5.2.1. lzracunavanje maksimalne produktivnosti

D—K
Pr=D-X=D-Yy,s-(Sg—S)=DYy 5| So— 3
D,—D

Da bi se izraCunala maksimalna produktivnost treba se prvo izraCunati optimalna
brzina razrjedenja:

D* .Y, 5K dp
Pr=D-Yys-Sq———=L—> == Max or min == —— =0
/ D¢-D

db (D —D)*
2D-Yy s -Ks Dy —D* Yy )5 K
2
(DK_D)

ﬂ_ , .S _IZD'YX/S‘KS(DK_D)_DZ'YX/S'KS(_l):l
=Tx/s"20

=Yx/s S0~ =0

D*[[Yyss+(So+Ks)|=D-2-Yy 5Dy (So+Ks)+Yy 5 So - Dg =0

/vX% M \/4 Vst D2 (So +Ks ) +4-Yy - (So +Ks )Yy /s - Sy - D
/\%M 2-Yyss+(So+Ks)

DD+ 4/')(//5{ [(50+K$) (50+Ks)50J_D 4D, /S/ XS, Ko +Kq /S/{M
207757 (So+Ks ) (So+Ks )’

KS KS
D1=DK+DK (S+—K) D2=DK_DK m
0 S 0 S

Treba nadi koje rjeSenje daje maksimalnu produktivnost. Za navedeno treba
napraviti drugu derivaciju izraza za produktivnost:

dﬂzyx/s .SO_ZD'YX/S K ‘DK_DZZ‘YX/S K

db (D —D)

@pr (2V/s Ks D =2:D Yy ~K5)(DK—D)/—(2-D~YX/5 K, -DK—DZ-YX/S-KS)[—zw}

a0’ (0,-0)/"

@ Pr_ 2¥u/sKs D’ = 2ok DD = 2-D-YrsKs Dy + 2-D Wy K + 4:D-XersKsDy - 2Dy K.
a0’ (D¢ -D)?
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d’ Pr __Z'Y)(/S'KS’DK2

2 3
dD (DK_D)
2 2-Y,,-Kc-D?
S D)= X/s 7S K >0min 37
dD? 3 dD

Ks

Dy —Dg =Dy |5 —
[K © (8o +Ks)

Optimalna brzina razrijedenja

D..=D,|1 Ks
opt — K So +Ks

Maximalna produktivnost

K
Proax =Dk| 1- K Yx/s| So—
o TKs

|
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Primjer 11: Jednostupanjski kemostat radnog volumena 80 m3 radi s brzinom
razrjedivanja od D = 0,45 h™. 1zraunajte protok i produktivnost procesa ako je
koncentracija biomase na izlazu iz reaktora X = 19 kg/m3. Koliko se biomase
proizvede u jednom danu i koliko svjezeg medija treba pripremiti za dnevnu
proizvodnju?

V=80 m3 Q=7
D =045 ht N
X =19 kg/m? Myjdan = ?
Vmedij/dan =7
Protok:
Q

D= =~ =% Q=D-V=0,45h".80 m®> =36 m*/h
V I

Produktivnost:

Pr=D-X=0,45h™-19 kg/m® = 8,55 kg/m>h

Potrebni volumen svjeZzeg medija po danu:

Vmedij/dan =Q-t=36 ms/h'24 hzw

Proizvedena biomasa po danu:
My jgan =Q-t-X =36 m>/h-24 h/day 19 kg/m>
=16416 kg/day =16,4 t/dan
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Primjer 12: U pogonu za proizvodnju jednostanicnih proteina planira se proizvodnja
od 20 t biomase na dan. Proces se vodi na principu jednostepenog kemostata pri
brzini razrjedenja D = 0,44 h, a koncentracija biomase na izlazu je 35 kg/m3. Treba
izraCunati volumen reaktora koji je potrebno instalirati da se ostvari proizvodnja.
Kolika je produktivnost procesa?

m, = 20 tona/dan
D=0,44 ht —
X =35 kg/m?3

Protok

m 20000 kg/dan
= —X/dan _ 8/dan _ 571,4 m?* /dan
X 35 kg/m

Q

_571,4 m*/dan
24 h/dan

=23,81 m>/h

Volumen
23,81 m>/h

0,44 h

v=2_ =24,11m>
D ——

Produktivnost

Pr=D-X=0,44 h™* .35 kg/m> =154 kg/m°h
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Primjer 13: Kemostat radi pri brzini razrjedenja D = 0,25 h? i pri podetnoj
koncentraciji supstrata od 40 kg/m3. Stupanj konverzije supstrata u biomasu iznosi
0,98 kg/kg. Radni mikroorganizam ima maksimalnu specificnu brzinu rasta od 0,3
hl a konstanta zasienja supstratom iznosi 0,2 kg/m3. Treba izraunati
koncentraciju biomase i supstrata u reaktoru, te produktivnost.

D =0,25h

So = 40 kg/m? §=7
YX/S= 0,98 kg/kg — X=7
Hmax = 0,3 h Pr="7?
Ko=0,2 kg/m?

PKR- koncentracija u reaktoru = koncentraciji u izlaznom toku

Koncentracija supstrata u izlaznom toku

DK'S
D=KS+S DKzl"lmax=013 h-l
D-K. 0,25h™.0,2 ke/m>
[ S = ’ g/m =1,0 kg/m3

Dy-D 0,3ht-0,25h"

Koncentracija biomase u izlaznom toku

X=Yy,s(So—S5)
X=0,98 kg/kg(4o kg/m® —1 kg/m3)= 38,22 kg/m’

Produktivnost
Pr=D-X=0,25h"-38,22 kg/m* =9,56 kg/m>h
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Primjer 14: U kontinuiranoj proizvodnji biomase mikroorganizama proces se
provodi pri brzini razrjedenja 0,3 h™*. Maksimalna specifi¢na brzina rasta iznosi 0,5
h. Stupanj konverzije supstrata u biomasu je 0,5 kg/kg, a konstanta zasi¢enja
supstratom 0,4 kg/m3. Treba izraunati kolika mora biti koncentracija supstrata u
napojnom toku da se postigne mjesecna proizvodnju od 600 tona u reaktoru od 80
m?3 korisnog volumena, ( 1 mjesec = 30 dana) i kolika se produktivnost tada postize.
Koliko bi trebalo poveéati protok pumpe da bi kemostat radio maksimalnom
produktivnoséu u danim uvjetima i koliko bi se tada povecala mjesecna proizvodnja
biomase?

D=0,3ht

- 50 = ?
“maxzorShlzDK — Pr="7?
Yi/s=0,5 ke/kg .
Ks=0,4 kg/m3 AF = ?
m, = 600 tona/mjesec (=== Pr, w—) A _ ?

my ="

V=80 m3

Koncentracija biomase u izlaznom toku

1000 kg
m. =600—2n2 1tona___ _g33 338
X mjesec 30 dana . 24 h ’ h

1 mjesec 1h

Q=D-V=0,30 h?.80 m®*=24 m?®/h

my 833,33 kg/h

X= 3
Q 24 m~/h

=34,72 kg/m°

Koncentracija supstratau izlaznom toku
s DK _03 h™.0,4 kg/m’
D.~D 0,5ht-0,3h?

=0,6 kg/m’
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Koncentracija supstrata u napojnom toku

X
X=Yy/s(So—S)mmpSy=—-+5
Yx/s

s 3472 kg/m>

+0,6 kg/m> =70,044 kg/m>
0 0,5 kg/kg & &

Produktivnost
Pr=D-X=0,3h™"-34,72 kg/m® =10,42 kg/m°h

Optimalna produktivnost

D..=D,|1 Ks
opt — K So +Ks

i 0,4 kg/m?
=0,50h11—\/ 4 kg/m

70,044 kg/m> +0,4 kg/m>

=0,46 h?

Povecdanje pritoka supstrata za postizanje
maksimalne produktivnosti

5 F »F=D-V=0,3h"-80 m* =24 m*h™

V\'F =D .-V=0,46 hh"-80 m>=36,8 m°h*

opt opt
36,8m°h™"-24m’h*
24 m°h?

Pritok supstrata se treba povecati za 53,3 %.

AF =0,533
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Povecanje mjesecCne proizvodnje biomase
pri maksimalnoj produktivnosti

Dy Ks _0,46 ht.0,4 kg/m’®
D¢—D,x 0,5h™—0,46h™

X=Yy/s(So—S)

k k k k
~0,5 —g(7o 044 “& _4 6 ij 3272 <&
m

kg 3 3

S= =46 kg/m’

m m

.X=0,46 h'. 3272k—g_1505k—g

Pr..x =D
m> m-h

opt
mX,max =Prmax'V't

kg 24 h

=15,05 — 80 m -30 dan-

m°h 1 dan

=866800 kg =866,8 t

Am, =866,8 t—600 t=266,8 t

Proizvodnja biomase ¢e se povecati za 266,8 tona
mjesecno.
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6. Sarzni procesi s pritokom supstrata (fed batch)

PRIHRANJIVANIE (F, So) |

| q LY
t (uzgoja) )
D__D V, %ﬁﬂ Vi
Xo, So* X, S
t t
V # kons.

Slika 9. Shematski prikaz promjena koncentracije mikrobnih stanica i supstrata u
bioreaktoru s mijesalom tijekom Sarznog procesa s pritokom supstrata.

V= f(t)

X=f(t, V)

X=X, e

m,= m, et
Napomena: Tijekom SarZnog procesa s pritokom supstrata dolazi do promjene
volumena hranjive podloge. Stoga je tijekom racunanja potrebno zasebno
izraCunati promjenu mase i onda promjenu volumena da bi se iz izracunatih

vrijednosti mogla izracunati tocna promjena koncentracije mikrobnih stanica
(Mari¢ i Santek 20009).
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6.1. Krivulja rasta mikroorganizama tijekom Sarznog procesa s

pritokom supstrata

In X
InV
In my

> &

v

tD tlag

<&

A

Y.

texp

tlim

‘tp

tlag + texp+ tlim =t (uzgoja) R

>
P>

t (ukupno) =t (uzgoja) + tp+ tp

Slika 10. Krivulja rasta i vrijeme trajanja Sarznog procesa s pritokom supstrata.

Vrijeme trajanja:

to —punjenje, sterilizacija, hladenje
tiag — faza prilagodbe (lag faza)
texp — €ksponencijalna faza

tim — faza limitacije
tp— praznjenje

37



Primjer 15: U SarZnom procesu s pritokom supstrata koristi se melasa s 40 %
(tez/tez) suhe tvari i 62,5 % (tez/tez) SecCera (saharoze) u suhoj tvari. Gustoca
melase iznosi 1210 kg/m3. Ukupni volumen reaktora iznosi 80 m?3, korisni volumen
iznosi 70 % ukupnog volumena. Konstrukcija reaktora omogucava da se postigne
koncentracija stanica 60 kg/m? bez bitne promjene viskoziteta koji bi utjecao na
prijenos kisika. Topivost kisika iznosi 7,8 g/m?3, koncentracija otopljenog kisika ispod
koje je rast ogranicen iznosi 0,8 g/m?. Specifi¢na brzina potro3nje kisika iznosi 0,25
kg/kg h. IzraCunajte k.a vrijednost. Izracunajte koju se koncentraciju inokuluma i
koji pocetni volumen mora postaviti na pocetku procesa, a da k.a reaktora omogudi
maksimalnu produktivhost od 2 kg/m3h ukupnog volumena. Stupanj konverzije
supstrata u biomasu iznosi 0,5 kg/kg. U eksponencijalnoj fazi specificna brzina rasta
iznosi 0,2 ht. TraZi se da trajanje procesa u reaktoru bude 18 h, lag faza traje 2 h,
priprema reaktora 2 h, praznjenje 2 h, a da ogranicenje rasta kisikom traje
maksimalno 5 h. Koja je produktivnost procesa?

WST/meIase = 0,4

Wsaharoze/ST = Or625 kLG =7
Pmelase = 1210 kg/m3 VO =7
V, = 80 m3 =lc,=2
V,=0,7*-80m3 =56 m3 Pr=7?

Cx max = 60 kg/m?
COZ,zas = 718 g/m3
Cozim = 0,8 kg/m?
Go, = 0,25 kg/kg h
Pr = 2 kg/m?3h (faza limitacije)
Yx/s= 0,5 kg/kg
in=0,2 h?(exp. faza)
tuzgoja = 18 O

tiag = 2h

tp=2h

tp=2h

tiim = 5h
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In X
InVv
In my

v

- >
>4

2h 2h 5h|2h
tD : t|ag t tl|m= tp

exp

tlag + texp+ tlim =t (uzgoja) N

t (ukupno) =t (uzgoja) + ty+ tp

Masa biomase na kraju uzgoja:

k
My = Cxmax Vi =60—2--56 m® =3360 kg

m3

Volumni koeficijent prijenosa kisika
do, " Xc

COZ,zas _COZ,Iim
3
_ 0,25 kg/kg h-50,4821 kg/m _1802,93 h'

1kg
7,8 g/m>—0,8 g/m" -
( - - )1000g
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Biomasa i volumen dodane melase u
limitiranoj fazi

masa biomase:

AMy jim = Pliim* Vi - tiim =2k—§~80 m>-5 h=800 kg
m~h
masa saharoze:
AMmg iy =AMy iy ’L=800 k8';=1600 kg
' T Yy 0,5 kg/kg
masa suhe tvari melase:
1 1600 kg

AmM,ST,Iim = Ams,lim :

=2560 kg
Wsaharoze/ST 0,625

volumen melase:

1 1

AV im =AMy 57 jim
WST/meIase Pmelase

2560 kg 1
0,4 1210 kg/m’

=5,289 m>

Biomasa i volumen radnog medija do
limitirane faze
masa biomase:

My g =My« —Amy i
m, - = 3360 kg —800 kg = 2560 kg
volumen :

Vs =V, —AVyy jm =56 m° — 5,284 m> =50,711 m°

lim

koncentracija biomase :

_ mX,G _ 2560 kg

Xg = - =50,4821 kg/m’
Ve 50,711m
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Biomasa i volumen radnog medija na
pocetku procesa

VG = VO + AVM,exp (pocetni volume + prirast zbog dotoka melase)

prirast volumena zbog dotoka melase:

AVt orp = K(mx,c-; —My o )

K = faktor preracunavanja mase biomase u volumen potrebne melase
u konkretnom slucaju

1 1 1 1 1 1 1 1
K =

YX/S Wsaharoze/ST WST/meIase Pmelase 0,5 kg/kg 0,625 0,4 1210

masa biomase na pocetku uzqgoja:
—_ p'tex
Myg=Myq-€ ™

vrijeme eksponecijalnog uzgoja:
tuzgoja = tlag +texp +tlim » texp =18 h-5h-2h=11h
Myc 2560 kg

My o = =

7 - £ - 1,
e!»l exp eO,Z h™11h

=283,656 kg

3
= 6,6115-10'311—(2560 kg — 283,656 kg)
g

AVM,exp

=15,05 m°
pocetni volumen :
V, =V, —AV,, ., =50,711 m*> —15,05 m*> =35,66 m’

,&Xp
pocetna koncentracija biomase:

m
X, =1%o _ 283,66 ';g =7,954 kg/m’
Vo  3566m° =——

Produktivnost procesa
_ My x —Mypo

Pr=
Vk ’ tukupno

_3360kg—283,656kg _, ,., k8

56 m>(18 h+4 h) mh

3
~6,6115-10° -
kg
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Primjer 16: U reaktor ukupnog volumena 120 m3 nacijepljeno je 420 kg inokuluma.
Pocetni volumen iznosi 52,5 m3, k.a reaktora 1800 h?, a specifi¢na potro3nja kisika
0,2 kg/kgh. Postupak je Sarzni s pritokom supstrata a kao sirovina se koristi melasa
sa 40 % suhe tvari (tez/teZ) i 60 % saharoze u suhoj tvari (tez/tez) gustoce 1210
kg/m3. Specifi¢na brzina rasta mikroorganizama iznosi 0,2h?, koeficijent konverzije
supstrata u biomasu iznosi 0,5 kg/kg. lzracunajte koliko ¢e trajati proces ako je
tvornicki podatak da spomenuti reaktor omoguéava maksimalnu produktivnost od
2 kg/m3h (ukupnog volumena ) a lag-faza traje 1 h. Koncentracija zasi¢enja kisikom
iznosi 7,8 g/m3, a minimalna koncentracija otopljenog kisika kod koje jo$ ne postoji
ograniéenje rasta je 0,8 g/m?>. Ako je sadrZaj ugljika u biomasi 45 % (tez/teZ) koliko
je CO2 nastalo tijekom procesa? Produkt je zadovoljavajuci ako raste maksimalno 5
h u uvjetima ogranicene koncentracije kisika.

V,=120 m3

mX,O - 420 kg )
V,=52,5m3 —) ukupno o
k,a = 1800 h't Meo2 =

Go, = 0,2 kg/kg h
WST/meIase = 0,4

Wsaharoze/ST = 0,6
Pmelase = 1210 kg/m3

Yys= 0,5 kg/kg
in=0,2 h?(exp. faza)
Pr =2 kg/m3h (ukupni
volumen)

te=1h

COZ,zas = 7,8 g/m3
Coz,iim = 0,8 kg/m?
We/x = 0,45

tim = 5h
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InX
InVv
In my

v

A

1h Sh 0 f

< tlag texp tlim tP
tlag + texp+ tlim =t (uzgoja) R

t (ukupno) =t (uzgoja) + ty+ tp

Biomasa do limitirane faze

do, " Xa

C —Coh i
0, ,zas 0,,lim
ka= == X =k a— :
Coz,zas _Coz,lim 4o

1kg
1000 g

(7,8 g/m3 -0,8 g/m3)-

X; =1800 h™
0,25 kg/kg h

=63 kg/m3
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Vrijeme
izvod za izraCunavanje vremena trajanja
eksponencijalne faze:

p'texp

my o =Xg-Vg=Mmy,-€

7

Ve =Vo + AW\ exp
ety
AVM,eXp =K(mX,G _mx'0)=K’mX,O(e P _1)

K — 1 1 1 i 1 1 1 1
YX/S Wsaharoze/ST WST/meIase Pmelase 0,5 kg/kg 0,6 0,4 1210
“'tex
mx'o * e P
XG =

wt,,
“'tex
XG’V0+XG’K’mX'O’e P
—Xe-K-my g—my o-e"f =0
G X,0 X,0 =

p"tex —
e p(XG’K’mx'o_mx'o)—XG’K’mX,O_XG’VO

1 XG’K’mX'O_XG’VO
texp = —In
H Xe-K-myq—myq
k 3 k
63 2 .6,887-10° 1 . 420 kg — 63 ~2 .52,5 m?
1 m3 kg m3
texp In

- -1 3
0.2h 63 k—%-6,887-10'3m—-420 ke — 420 kg
m kg

t.o =12,88 h

trajanje uzgoja ukupno od trenutka inokulacije:
tuzgoja = t|ag + texp +tlim =1h +12,88 h+5h
tuzgoja = 18'88 hx 19 h

3
—6,887-103 10
kg
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Biomasa
Masa biomase do limitirane faze:

n 'texp

Myg=Myg-€
m, o =420 kg-e®2 " 1288 P —5570 52 kg
Masa biomase nastala u limitiranoj fazi:
AMy i = Pl Vy -t =1200 kg

k
Ay i = 2—=+120 m® -5 h=1200 kg
' m~h
Konacna masa biomase :
My« =My g +Amy i

My =5520,52 kg +1200 kg =6720,52 kg

Ukupni prirast biomase :

AMy orirast = My x =My o
Ay ivast = 6720, 52 kg — 420 kg =6300,52 kg
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Ugljik

Masa ugljika u nastaloj biomasi :

Meyy =AMy ias *Wex

m¢ =6300,52 kg-0,45=2835,23 kg
Masa ugljika u potrosenoj saharozi :
ArnX,prirast ) 12- Mc

m =
/oA YX/S MSAH
6300,52 kg 12-12 kg/kmol
M jsap = .. 8/kmol _ c305,70 kg
0,5 342 kg/kmol

Masa ugljika u CO,:

Mejco, = Meysan — Meyx
Mesco, =5305,70 kg —2835,23 kg =2470,27 kg

Masa CO,:
Mco,
Mco, = Mcyco, -
C 44 kg/kmol

Mco, =2470,47 kg- =9058,39 kg

12 kg/kmol
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PRILOG

Primjer 1

Povedeno je laboratorijsko istraZivanje Sarznog uzgoja bakterija mlije¢ne kiseline u
bioreaktoru s mijeSalom, pa su eksperimentalni rezultati uzgoja iskoristeni za
procjenu kinetickih parametara koriStenjem programskog paketa Wolfram
Mathematica (Mathematica 2013).

U primjeru 1 prikazana je procjena kineti¢kih parametara na nacin da su:

a) prikazani eksperimentalni podaci i regresijski model za kisik, biomasu,
supstrat (glukozu), proizvod (mlije¢nu kiselinu) i aktivnost enzima

b) graficki prikaz eksperimentalnih podataka (tocke) i regresijskog modela
(krivulje)

c) kineticki modeli za rast biomase mikrobnih stanica, nastajanje proizvoda,
potrosSnju supstrata i nastajanje enzima

d) bilance za biomasu i procjena kineti¢kih parametara

e) bilance za proizvod (mlije€nu kiselinu) i procjena kineti¢kih parametara

f) bilanca za supstrat (glukozu) i procjena kinetickih parametara

g) bilanca za enzim NADH oksidazu i procjena kineti¢kih parametara

h) bilanca za enzim ADH i procjena kinetickih parametara.

Na temelju primjera prikazanog u primjeru 1 i eksperimentalnih rezultata uzgoja
bakterija mlije¢ne kiseline Lactobacillus delbrueckii u bioreaktoru s mijeSalom
(rezultati s vjezbi iz Biokemijskog inZenjerstva; vjezba Sarzni uzgoj u bioreaktoru s
mijeSalom), potrebno je koriStenjem programskog paketa Wolfram Mathematica
procjeniti kineticke parametre procesa Sarznog uzgoja bakterija mlijeCne kiseline
Lactobacillus delbrueckii na sljededi nacin:

- koristenjem eksperimentalnih podataka i regresijskih modela graficki
prikazati promjenu koncentracije biomase, supstrata i proizvoda

- odabrati kineticke izraze za rast biomase, potrosnju supstrata i nastajanje
proizvoda

- napisati bilance za rast biomase, potrosnju supstrata i nastajanje proizvoda
tijekom Sarznog uzgoja
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- procijeniti kineticke parametre za rast biomase, potroSnju supstrata i
nastajanje proizvoda

- raspraviti dobivene rezultate i predloziti koji bi se kineti¢ki modeli joS mogli
koristiti

- Primijeniti rezultate procjene kinetickih parametara na uzgoj s pritokom
supstrata (napiSite bilance za SarZni uzgoj s pritokom supstrata i prikazite
krivulje promjene koncentracije biomase, supstrata i proizvoda te usporedite
dobivene krivulje s eksperimentalnim rezultatima izmjerenim na vjezbama iz
biokemijskog inZenjerstva - vjezba Sarzni uzgoj s pritokom supstrata)

- primijeniti rezultate procjene kinetickih parametara na kontinuirani uzgoj
(napiSite bilance za kontinuirani uzgoj i prikazite krivulje promjene
koncentracije biomase, supstrata i proizvoda te usporedite dobivene krivulje
s eksperimentalnim rezultatima izmjerenim na vjezbama iz biokemijskog
inZenjerstva - vjezba kontinuirani uzgoj)

Matematicki model rasta stanica Lactobacillus delbrueckii temelji se na
nekoliko pretpostavki:

- u reaktoru postoje dvije faze; plin i kapljevina, a mikroorganizmi se ne
tretiraju kao posebna faza zbog svojih malih dimenzija i gustoce koja je bliska
onoj vode

- sadrzZaj reaktora je homogen i u radijalnom i u aksijalnom smjeru

- bilance topline nisu razmatrane u ovom modelu jer je temperatura u
reaktoru kontrolirana.

Specifi¢ne brzine rasta biomase o koncentraciji supstrata opisana je Monodovim
modelom (Monod 1949).
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a) Eksperimentalni podaci i regresijski model

time

{0.00, 0.95, 1.97, 3.05, 4.32, 5.47, 6.70, 7.79, 8.94, 10.05};
tmax = 10.05;

02 ={96.4, 97.9, 94.2, 88.7, 72, 56.1, 48.2, 46.1, 41.9, 74};

xm = {0.298, 0.356, 0.5161, 0.77, 1.32, 1.83, 2.53, 2.94, 3.13, 3.24};
g=1{19.7, 17.44, 16.17, 17.19, 11.88, 10.44, 8.32, 4.64, 1.11, 0.01};
cm= {0, 1.22, 1.8, 2.4, 6.16, 8.56, 12.16, 13.55, 15.59, 17.4};
nadhm = {0.4, 0.49, 0.6, 0.69, 1.2, 1.35, 1.12, 1.85, 1.38, 1.05};
adhm = {0, 0.07, 0.18, 0.21, 0.31, 0.37, 0.38, 0.52, 0.32, 0.1};

a0 = 94.77474; al = 9.41395; a2 =-5.12185; a3 = 0.39242;

b0 =19.6017; bl =-0.57410; b2 = -0.24314; b3 = 0.0105;
O2r[t ] :=al+alxt+aZ+txt+a3«xtxtxt

gr[t ] :=b0+blxt+b2xtxt+b3xtxtxt

c0 =0.327596; cl =-0.130057; c2 = 0.444161; c3 = -0.026262;
mr[t ] :=cO+clrt+c2xtbxt+c3xtrxtxt

d0 = 0.3413247; dl =-0.1449602; d2 = 0.1208504; d3 =-0.0077373;
Xr[t ] :=d0+dl+xt+d2xtxt+d3xtxtxt

e0 = 0.427352; el =-0.032538; e2 = 0.066092; e3 = -0.005610;
nadhr[t ] :=el+elxt+e2xtxt+el3+xtxtxt

f0 =0.0251230; f1 =0.0187414; £f2 = 0.0212159; £f3 =-0.0021988;
adhr([t ] :=f0+flxt+f2+xt+xt+Ef3xtxtxt
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1.0

0.8

0.6

b) Graficki prikaz eksperimentalnih podataka (tocke) i regresijskog modela (krivulje)

biomasa

0.4 LE
0
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c) Kineticki modeli

rast biomase

proizvodnja mlije¢ne kiseline

potrosnja glukoze

aktivnost NADH oksidaze

aktivnost ADH

Cg Co

r, =7 I
X max Kg+Cg Ko+co

rm=ﬂ1mrx + ﬂchx

1
T.= T, + T
s Yx/s x Ymys m

anapa=PinapaTx T BanapuCx

Aapy =B1rapax + B2apuCx
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d) Bilance za biomasu i procjena kinetickih parametara

vmax = 0.312; Kg=2.8; Ko=3.2;
modelx =
NDSolve[{sx’[t] == vmax xgr[t] / (Kg+gr[t]) «02r[t] / (Ko +02r[t]) *sx[t], sx[0] == 0.396},
{sx}, {t, 0, tmax}]
y[t_] =sx [t] /. modelx;
Show[ListPlot [xm], Plot[y[t], {t, O, tmax}, PlotStyle - Blue]]

Estimate Standard Error t Statistic P-Value

vmax | 0.329483 0.0814531 4.04507 0.00370954
Kg 4.45571 4.03546 1.10414 0.301633

35F biomasa

specifiéna brzina
020 [ Tasta biomase 1/h

0.05

o
—
(=)
T T T T T T T T T T T T T T T




e) Bilance za proizvod (mlijecnu kiselinu) i procjena kinetickih parametara

modelM[am ?NumberQ, bm ?NumberQ] := (modelM[am, bm] = Module[{m, t},
First[m /. NDSolve[{m'[t] == am+*mix[t] * xr[t] + bm*xr[t], m[0] == 0}, m, {t, O, tmax}]]:

Clear [am, bm]
nlmM = NonlinearModelFit [cm, {modelM[am, bm][t], am > 0, bm > 0}, {am, bm}, t]

Estimate Standard Error t Statistic P-Value
am | 5.55534 1.56581 3.54791 0.00753237
bm | 4.09702x107° 0.331252 1.23683x107% 1

- mlijecna kiselina
15F




f) Bilanca za supstrat (glukozu) i procjena kinetickih parametara

modelGlu[¥xg ?NumberQ, ¥Ymg ?NumberQ] :=
(modelGlu[¥xg, ¥Ymg] = Module[{glu, t}, First[glu /. NDSolve[{glu’[t] ==
-1/ ¥xg*+mix[t] *xr[t] -1/ ¥Ymg *xmrate[t], glu[0] == 19.7}, glu, {t, 0, tmax}]]])

Clear [Yxg, Ymg]
nlmG = NonlinearModelFit [g, {modelGlu[¥xg, Ymg] [t]}, {¥xg, Ymg}, t]

FittedModel || InterpolatingFunction[{{0., 10.05}}, <>][t] ]

Estimate Standard Error t Statistic P-Value

Yxg | 0.207736 0.011681 17.7841 1.02305x107/
Ymg | 4.2718 0.974666 4.38283 0.0023399

20 »

15_*
" glukoza

10
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g) Bilanca za enzim NADH oksidazu i procjena kinetickih parametara

In61]= modelNADH[A ?NumberQ, B ?NumberQ] :=
(modelNADH[A, B] = Mocdule[{nadh, t}, First[nadh /. NDSolve |
{nadh’[t] == A+mix[t] *»xr[t] +B*xr[t], nadh[0] == 0.4}, nadh, {t, 0, tmax}]]1])

nlmNADH = NonlinearModelFit [nadhm, {modelNADH[A, B][t]}, {A, B}, t]

FittedModel[ InterpolatingFunction[{{0., 10.05}}, <>][t] ]

nlmNADH [ "ParameterTable "]

Estimate Standard Error t Statistic P-Value

A | 1.90969 0.33466 5.70634 0.000451071
B | -0.324919 0.070797 -4.58945 0.00177986

18}

14}

08}

0.6F

10
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h) Bilanca za enzim ADH i procjena kinetickih parametara
modelADH[A ? NumberQ, B ? NumberQ]

= (modelADH[A, B] = Module[{adh, t}, First|
adh /. NDSolve[{adh'[t] == A *mix[t] *»xr[t] + Bx*xr[t], adh[0] = 0}, adh, {t, 0, tmax}]]])

nlmADH = NonlinearModelFit [adhm, {modelADH[A, B][t]}., {A, B}, t]

FittedModel [ InterpolatingFunction[{{0., 10.05}}, <>][t]

nlmADH [ "ParameterTable"]
Estimate

A | 1.02524

Standard Error t Statistic P-Value
B

0.114946

8.91935 0.0000197981
—-0.189683 0.0245925

—-7.71303 0.0000567472
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