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1. Uvod

Uzgoj na Cvrstim supstratima (eng. solid state fermentation, SSF) predstavlja vrstu
bioprocesa ¢ija je glavna karakteristika da nema slobodne vode u sustavu (u usporedbi sa
submerznim procesima, SLF). SSF-procesi se sve viSe proucavaju zbog problema koji
zahva¢aju modernu civilizaciju, poput zagadenja zemlje 1 potencijalne upotrebe
bioremedijacije te pojave bolesti poput kravljeg ludila i potrebe za alternativnim izvorima

animalne hrane (Durand, 2003).

Vecina danas dobro uhodanih procesa su SLF-procesi, te se prednost SSF-procesima
daje (Mitchell i sur., 2006) u slucajevima kada produkt treba biti u krutom stanju, kada se
zeljeni produkt dobiva samo u SSF-procesu (ili u znacajnijoj koli¢ini nego u SLF), kada
druStveni 1 ekonomski ¢imbenici ne dozvoljaju slozenije procese, te kada je imperativ
koriStenje krutog otpada kao supstrata da bi sprijecilo zagadenje okolisa. Koristenjem krutog
otpada kao sirovine za SSF dobiva se biorazgradivi otpad koji u usporedbi s pocetnom

sirovinom ima zna¢ajno manji utjecaj na okolis u koji se odlaze.

Problem odlaganja otpadnih lignoceluloznih materijala postoji i u Republici Hrvatskoyj,
gdje se kao vrlo jeftini supstrati za procese uzgoja na ¢vrstim supstratima mogu koristiti npr.

ostaci slame, kukurozovine, kukuruznih oklasaka i bukove piljevine (Buljubasi¢, 2012).
Stoga su ciljevi ovog zavr$nog rada:

e Opisati konstrukciju 1 osnovne karakteristike bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem 1
bioreaktora s bubnjem i mijeSanjem

e Navesti primjere eksperimenata provedenih s ovim tipovima bioreaktora u razli¢itim
mjerilima

e Ukratko prikazati glavne znacajke mijeSanja i fenomene transporta u bioreaktorima s

rotiraju¢im bubnjem.



2. Teorijski dio

2.1. Opcenito 0 uzgoju na ¢vrstim supstratima

Uzgoj na ¢vrstim supstratima (eng. solid state fermentation, SSF) predstavlja uzgoj
mikroorganizama na krutim materijalima koji imaju nizak udio slobodne vode, ili ju uopce ne
sadrze. Za takav uzgoj je karakteristicno da se voda u sustavu pojavljuje u tri oblika: kao
vlaga unutar Cestica krutog materijala, kao tanki sloj vodenog filma na povrsini Cestica ili u
obliku kapi izmedu krutih Cestica. Vazna je Cinjenica da je vodena faza u takvom sustavu
diskontinuirana, a ve¢ina meducesti¢nog prostora ispunjena je plinovitom fazom (Slika 1).
Kruti materijal koji upotrebljavamo je najcesc¢e izvor ugljika i drugih hranjiva u procesu, ali
mogucée je po potrebi provoditi i dodatnu prihranu. PreteZito se na takvim supstratima
uzgajaju filamentozne gljive, dok se na nekim mogu uzgajati bakterije 1 kvasci. Veéina SSF-
procesa se provodi kao aeroban proces, tj sa aerobnim mikroorganizmima (Mitchell i sur.,
2002).

Sam proces uzgoja na Cvrstim supstratima sastoji se od istih operacija kao i
fermentacijski proces u klasicnom smislu, a to su priprema supstrata, priprema inokuluma,

sam uzgoj, i downstream procesi sa izdvajanjem i procis¢avanjem produkta (Mitchell i sur.,
2002).

kapljice vode u
meducesticnom

prostoru 4
)~ kontinuirana -~
plinska faza v lazan
biofilm
fungalne voda 1 hranjiva
hife apsorbirani unutar

cestica

Slika 1. Karakteristike uzgoja na ¢vrstim supstratima: raspored vlaznih ¢vrstih Cestica i
plinovite faze u SSF-sustavima kod uzgoja filamentoznih organizama (lijevo), odnosno

jednostani¢nih organizama (desno) (Mitchell i sur., 2006).
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SSF-procesi koriste vrlo jeftine sirovine koje Cesto ne trebaju prethodnu sterilizaciju i

zahtijevaju malu potros$nju energije (Fazenda i sur., 2008).

Cesto se u SSF-procesima kao supstrati koriste ostaci, proizvodi, ili nusproizvodi
poljoprivredne proizvodnje usjeva kao npr. riza, soja, kukuruz, zito. Koristenje takvih sirovina
Cesto zahtjeva predobradu sirovina mehanickim (tj fizikalnim), kemijskim ili bioloSkim
sredstvima. Predtretmanom sirovine povecavamo dostupnost hranjiva unutar Cestica za
mikroorganizam, dok termalna obrada i kemijska hidroliza mogu olaksati enzimsku

razgradnju makromolekula supstrata (Mitchell i sur., 2002).

Povijesno gledajuéi, procesi uzgoja na ¢vrstim supstratima se primjenjuju od davnina za
dobivanje fermentiranih prehrambenih proizvoda i pic¢a, ve¢im dijelom na kontinentalnom
dijelu Azije, a modernu primjenu imaju u proizvodnji enzima i biokemikalija (Ali i Zulkali,
2011).

2.1.1. Radni mikroorganizmi u SSF-procesima

Zbog specificnih uvjeta u SSF-procesima, poput niskog aktiviteta vode i vrste
supstrata, upotrebljavaju se razliCiti tipovi kultura, a Mitchell 1 sur. (2002) navode cetiri

opcije: 1. Monokultura

2. Definirana mjesovita kultura

3. Sekvencijalna kultura
4. Nedefinirana mjeSovita kultura

Od tih tipova kultura, najées¢e se koriste filamentozne gljive, ali i bakterije i kvasci imaju
znacajnu ulogu (Mitchell i sur., 2002). Primjeri proizvodnih procesa sa razli¢itim radnim

mikroorganizmima su pregledno prikazani u tablici 1.
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Tablica 1. Primjeri mikroorganizama i primjena za proizvodnju u SSF (Milenda i sur., 2011).

Mikroorganizam

SSF-proces/proizvod

Clostridium sp.

Lactobacillus sp.

Siliranje, hrana

;“C—’ Streptoccus sp.
% Pseudomonas sp. Kompostiranje
Serratia sp.
Bacillus sp. Kompostiranje, amilaze
Altemaria sp. Kompostiranje
Penicilium notatum, P. roquefortii Penicilin, sir
Lentinula edodes (Shii-take gljiva) Gljive za prehranu i imunoloske preparate
IIZIeSL;:c(;truz ;slj[reatus (gljiva bukovaca) Gljive za prehranu
Aspergillus niger Sto¢na hrana, proteini, amilaze, limunska kiselina
Rhizopus oligosporus Tempeh, soja, amilaze, lipaze
Aspergillus oryzae Kaoji, hrana, limunska kiselina
5, Amylomyces rouxii Tape cassava, riza
,_% Beauveria sp., Metharizium sp. Bioinsekticid, bioloska kontrola
Trichoderma sp. Kompostiranje, bioinsekticid,bioloska kontrola
Phanerochaete chrysosporium Kompostiranje, delignifikacija
(gljiva bijelog truljenja)
Rhizopus sp. Kompostiranje, hrana, enzimi, organske kiseline
Mucor sp Kompostiranje, hrana, enzimi
Monilia sp. Kompostiranje
Fusarium sp. Kompostiranje, giberlini
Aspergillus sp. Kompostiranje, industrija, hrana
Endomicopsis burtonii Tapai, cassava, riza
.g Schwanniomyces castelli Etanol, amilaze
XY

Saccharomyces cerevisiae

Hrana, etanol
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Iz Sirokog spektra proizvoda SSF-procesa bitno je izdvojiti nekoliko njih, poput
bioinsekticida i etanola tj. bioetanola, koji ima vaznu ulogu kao gorivo derivirano iz
obnovljivih izvora energije (kao §to je biomasa) i kao takav se uklapa u danas veoma bitan

koncept odrzivog razvoja i smanjenja zagadenja okolisa.

2.1.2. Usporedba uzgoja na ¢vrstim supstratima

I submerznog uzgoja

Budu¢i da uzgoj na ¢vrstim supstratima ima drugacije karakteristike od submerznog uzgoja, u

tablici 1. vidimo sistematski prikaz glavnih karakteristika, tj njihovih razlika.

Takoder usporedbe radi, maseni udio krutih Cestica u SSF-procesima krece se od 20%
do 70%, a kod submerznog procesa (eng. submerged liquid fermentation, SLF), isti je
naj¢e$¢e manji od 5% tj. u praksi koncentracija ¢vrste tvari rijetko prelazi vrijednost od 50
g/L (Mitchell i sur., 2002).

Iz navedenih podataka vidimo da je SSF-procese pogodnije provoditi u bioreaktorima
drugacijeg dizajna i principa djelovanja od bioreaktorskih rjesenja koja se primjenjuju pri
submerznom uzgoju. Takoder je vaZzno napomenuti da se pojam fermentacije za SSF-procese
ne koristi u smislu anaerobne konverzije, ve¢ samo oznacava konverziju opcenito, buduci da

su ve¢ina SSF-procesa aerobni.
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Tablica 2. Usporedba uzgoja na ¢vrstim supstratima (SSF) i submerznog uzgoja (SLF)

(Mitchell i sur., 2002).

Uzgoj na ¢vrstim supstratima (SSF)

Submerzni uzgoj (SLF)

Mala vlaznost pogoduje nastanku nekih
produkata. Neprimjenjiv za uzgoj

mikroorganizama koji trebaju slobodnu vodu.

Koristi se za dobivanje Sirokog spektra
proizvoda sa Sirokim spektrom
mikroorganizama. SLF proizvodnja je

povoljnija veini proizvoda.

Medij je relativno jednostavan (npr. zrno) i
nerafiniran. Moze sadrzavati sve potrebne
hranjive sastojke, ili se dodatno vlazi
otopinom minerala. Predobrada je
jednostavna kao npr. mljevenje ili kuhanje.

Medutim, supstrat moze biti promjenljiv.

Sam medij za proizvodnju je ¢esto skuplji jer

sadrzi viSe visokoobradenih  sastojaka.
Neobradene sastojke ¢esto treba obraditi da bi
se ekstrahirali i otopili nutrijenti. Postize se
bolja reproducibilnost postupka s dobro

definiranim medijima.

Niska dostupnost vode smanjuje moguénost

rasta kontaminanata.

Kontaminanti mogu lako rasti zbog visokog

aktiviteta vode.

Veca volumetrijska produktivnost usprkos
niZim prinosima zbog koncentriranijeg

medija i bioreaktora manjih volumena.

Niza volumetrijska produktivnost zbog
razrjedenosti medija i ve¢ih volumena

bioreaktora.

Moguénost postizanja visokih koncentracija

produkata iz visokih koncentracija supstrata.

Visoke koncentracije supstrata mogu izazvati
reoloSke problem, stoga postoji potreba za

postavljanjem sustava za prihranu.

Nizi tlakovi u sustavu pogoduju manjoj
potro$nji energije za aeraciju. Prijenos plina

je laksi jer Cestice zauzimaju vecu povrSinu.

Ponekad je potreban visok tlak zraka. Prijelaz
plina iz plinovite u tekucu fazu je spor, te

mozZe biti limitirajuci faktor.

Nemoguce je mijeSanje unutar cestica i rast

moze biti limitiran difuzijom nutrijenata.

Moguce je snaznije mijeSanje, a difuzija

nutrijenata najcesce nije limitirajuci faktor.

Moze do¢i do pregrijavanja zbog otezanog

odvodenja topline nastale u metabolizmu.

OlaksSana regulacija temperature zbog

visokog udjela vode 1 razrijedenosti medija.

Regulacija procesa je oteZana zbog poteSkoca
S on-line mjerenjem i poteskoca s mjerenjem
koncentracije biomase. Otezano dodavanje

sastojaka tijekom procesa.

Lako dostupni mnogi on-line senzori i
razvijaju se novi. Lakse dodavanje sastojaka

tijekom procesa za bolju regulaciju.
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Tablica 2. (nastavak)

Uzgoj na ¢vrstim supstratima (SSF)

Submerzni uzgoj (SLF)

Downstream-operacije mogu biti
jednostavnije jer su produkti koncentriraniji,

ali ekstrakti mogu sadrzavati supstrat.

Downstream-procesi zahtijevaju uklanjanje
velikih volumena vode i skupi su, ali dobro
definirane podloge olakSavaju proc¢is¢avanje

proizvoda.

Slabo poznati fenomeni transporta i kinetika

rasta mikroorganizma.

Dobro istrazeni fenomeni i kinetika, daju

smjernice za dizajn i rad bioreaktora.

Opcéenito gledajudi, nije upitna ¢injenica da su SLF procesi manje problemati¢ni od

SSF-procesa (npr. prijenos topline je bolji, a homogenizacija je puno bolja), ali se SSF-

procesima daje prednost u sluc¢ajevima kada (Pandey i sur.,1999):

1. Ekonomska situacija zahtjeva SSF-proces

2. Produkt nastaje iskljuc¢ivo u SSF-procesu (ili ga u tom tipu procesa nastaje mnogo vise)

3. Koristenje krutih supstrata postaje imperativ proizvodnje (npr. nametnute zakonske

regulative za smanjenjem koristenja organskih otapala zbog zagadenja)
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2.1.3. Supstrati i sirovine za SSF

Sirovine za uzgoj na ¢vrstim supstratima uglavnom su poljoprivrednog porijekla. One se
¢esto samo minimalno obraduju, tako da se krupniji poljoprivredni ostaci samo melju ili
sjeckaju. Prema glavnom izvoru ugljika koje sirovine za SSF sadrze, Mitchell i sur. (2002) ih
svrstavaju u 3 skupine - Skrobne sirovine, lignocelulozne sirovine i sirovine koje sadrze

uglavnom topljive Secere (Tablica 3.).

Tablica 3. Podjela sirovina za SSF prema glavnom izvoru ugljika koje te sirovine sadrze

(Mitchell i sur., 2002)

Vrsta Glavni izvor S
T .. Primjeri
sirovina ugljika
riza, manioka (lat. Manihot esculenta, eng. cassava),
Skrobne <krob pseni¢ne i rizine mekinje koje jos sadrze ostatke zrna,
sirovine krupica manioke, kukuruzna krupica, sjemenke heljde,
ostaci batata (eng. sweet potato), krupica banane
Lignocelulozne celuloza i slama pSenice i rize, kukuruzovina, pSeni¢ne mekinje,
sirovine hemiceluloza | pulpa Secerne repe i drvo
Sirovine koje visok udio trop, slatki sirak (lat. Sorghum saccharatum, eng. sweet
sadrze uglavnom topliivih secera sorghum), krmna i Sec¢erna repa, otpatci ananasa,
topljive secere Pl mahune rogaca, pulpa kave

Makromolekule, koje se nalaze u strukturi svih navedenih ¢vrstih sirovina, sluze kao izvor
ugljika i energije za radni mikroorganizam ili naprosto osiguravaju inertni matriks, unutar
kojeg su smjeStene manje molekule topljivih nutrijenata ili druge makromolekule (Mitchell i
sur., 2002).

Samo mikroorganizmi koji posjeduju amilaze mogu koristiti skrob kao supstrat, a najbolje
¢e ga razgraditi kombinacija glukoamilaza i a-amilaza (Mitchell i sur., 2002). Neke od
skrobnih sirovina predstavaljaju kompletnu hranjivu podlogu za rast mikroorganizama, dok
drugima treba dodati neke nutrijente. Za Skrobne sirovine moze biti potrebna predobrada

razli¢itom postupcima.
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Posebno je zanimljiv lignocelulozni materijal zbog toga Sto se radi o obnovljivim
sirovinama dostupnim u velikim koli¢inama. Sastav ovih materijala ovisi o vrsti biljke od koje
potjecu, kao i o uvjetima rasta i metodama obrade. Lignocelulozni materijal se tradicionalno
primjenjuje na razli¢ite nacine koji se u danasnje vrijeme ne mogu smatrati adekvatnima ili se
naprosto tretira kao otpad i spaljuje (Howard i sur., 2003; Nigam i Pandey, 2009). Potrebno je
razviti nove ucinkovite postupke za koriStenje lignoceluloznih obnovljivih sirovina kako bi
lignocelulozni otpad mogao postati temelj proizvodnje koja ¢e biti opravdana s ekoloskog, ali
1 s ekonomskog stajalista. Istrazivani su razli¢iti SSF-procesi u kojima su KkoriStene
lignocelulozne sirovine. Glavni sastojci lignoceluloznih materijala su 3 prirodna polimera
celuloza, hemiceluloza i lignin (Adapa i sur., 2009). Slika 2 prikazuje kompleksnu strukturu
koju tvore ovi polimeri, a struktura svakog pojedinog polimera prikazana je slikama 3-5.
Lignocelulozne sirovine obi¢no zahtijevaju znacajnu predobradu, da bi se razorila struktura

molekula celuloze i lignina (Mitchell i sur., 2002).

Snopowt /N = Hemiceluloza
celuloze

Slika 2. Struktura lignoceluloznih materijala (Adapa i sur., 2009).

Slika 3. Kemijska struktura celuloze (crtkane linije predstavljaju vodikove veze) (Kubicek,
2013).
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jedinice ksiloze
—CHy

b | acetilna
L e e e skupina T
glukuronska kiselina glukuronska kiselina

Slika 4. Struktura ksilana koji je jedan od polimera u sastavu hemiceluloze (Mussatto i sur.,
2009).
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Slika 5. Struktura lignina (Brinchi i sur., 2013).
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2.2. I1zbor bioreaktora za SSF-procese

Svi procesi za uzgoj na Cvrstim supstratima zapoCinju kao mali i dobro uhodani
laboratorijski procesi, ali prenoSenje ovih procesa u veée mjerilo najvjerojatnije nece biti
uspjesno za proizvodnju u realnom mjerilu. Odabirom glavnog Kkriterija proizvodnje
suzavamo izbor postojecih bioreaktorskih rjesenja za ciljani proces. Logicno bi bilo da bi prvi
1 najvazniji kriterij trebao biti ekonomska isplativost samog procesa, ali to se kod SSF-procesa
pokazalo prilicno tesko odrediti - naime u praksi se pokazalo da je tesko to¢no predvidjeti
kapitalne i operativne troskove zbog nedovoljne istrazenosti ove skupine procesa. Trenutno se
ekonomske performanse bioreaktora mogu usporediti jedino tako da se izgradi i pokrene

reaktor u realnom mjerilu i tada se tek vidi kakvi su kapitalni i operativni tro§kovi.

U nedostatku dovoljno informacija o ekonomiji SSF-procesa, cilj bi trebalo biti povecanje
produktivnosti bioreaktora, odnosno povecanje proizvedene koli¢ine proizvoda (biomase ili
metabolita). Drugim rijecima, kriterij je brzina proizvodnje (kg proizvoda po m3 volumena
bioreaktora). Naravno, ako sloj supstrata nije homogen, treba preracunati produktivnost na
temelju odgovarajuc¢ih podataka. Potrebno je naéi kombinaciju nacina rada bioreaktora i

trajanja fermentacije kojom se postize najveca produktivnost (Mitchell i sur., 2006):

X X

Pr = harvest initial

r V,

process © bioreactor

gdje je:

Pr - produktivnost [kg h™ m™],

Xharvest - koli¢ina biomase (ili proizvoda) na zavrSetku procesa [kg],
Xinitial - koli¢ina biomase (ili proizvoda) na pocetku procesa [kg],
torocess - UKUPNO vrijeme procesa [h],

Vpioreactor - VOlumen bioreaktora [m®].

Stoga pri izboru bioreaktora treba uzeti u obzir nekoliko klju¢nih ¢imbenika koji utjeu na

produktivnost. Za izbor SSF-bioreaktora su kljucna tri kriterija (Mitchell i sur., 2006):

1. Koliko su radni mikroorganizam i zeljeni produkt osjetljivi na mjeSanje?

2. Kakva je ovisnost rasta mikroorganizma i sinteze ciljanog produkta o porastu
temperature?

3. Kakva je potreba za aeracijom u procesu?
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Odgovori na ova tri klju¢na pitanja dat ¢e konkretne smjernice za odabir najbolje vrste SSF-

bioreaktora obzirom na vrstu aeracije, mehanizme mijesanja i uklanjanja topline.

S obzirom na mijeSanje, bioreaktori za uzgoj na Cvrstim supstratima mogu biti
kontinuirano mjesani, isprekidano mjesani ili potpuno stati¢ni (Mitchell i sur., 2006). Cesto ili
stalno mijeSanje je pozeljno ukoliko ga radni organizam tolerira, jer to pomaze transportu
topline i kisika, poboljSavaju¢i mogucnost kontrole uvjeta u sloju. Nadalje, evaporacijsko
hladenje moze isusiti sloj do te mjere da se rast postane limitiran i zato je Cesto pozeljno
dodati vodu tijekom fermentacije, a to se moze samo ukoliko se sloj mijeSa. MijeSanje takoder
moze dovesti do oSteCenja hifa u fungalnim procesima, §to bi moglo negativno utjecati na rast
1 nastajanje proizvoda. U nekim slu¢ajevima moze biti poZeljno da kona¢ni produkt bude
,upleten® zajedno s hifama, kao npr. u proizvodnji fermentirane hrane, medutim to ¢e biti
sprije¢eno mijesanjem. Osim toga, mijeSanje moze ostetiti Cestice podloge ako one nemaju
dovoljnu mehanicku ¢vrstocu ili moze uzrokovati aglomeraciju ljepljivih Cestica te u oba
slu¢aja nastaje masa nalik tijestu ili pasti u kojoj je prijenos kisika znatno otezan. Nazalost,

ravnoteza izmedu pozitivnih i negativnih u¢inaka mijesanja jos uvijek nije nije dobro poznata.

Kontrola temperature supstrata unutar sloja je jedan od kljuénih problema pri
provodenju SSF-procesa u velikom mjerilu, posebno u onim procesima koji ukljucuju
brzorastu¢e mikroorganizme (Mitchell i1 sur., 2006). U velikom mjerilu moze biti teSko
sprijeCiti povisenje temperature do vrijednosti koje su vrlo Stetne za mikroorganizam.
Razli¢iti bioreaktori razlikuju se i po ucinkovitosti uklanjanja topline, a postignute
temperature ovise o slozenoj interakciji organizma, tipa reaktora i na¢ina rada. Treba obratiti

paznju na odabir maksimalne dubine sloja.

Vecina SSF-procesa ukljucuje aerobni rast. U osnovi postoje dvije opcije za aeraciju u
SSF-procesima (Mitchell i sur., 2006). Jedan od njih je cirkulacija zraka oko sloja, ali bez
prisilnog upuhivanja zraka. Drugi je prisilno upuhivanje zraka kroz sloj. MijeSanje moze
utjecati na ucinkovitost dobave svjezeg zraka do Cestica supstrata. Treba imati na umu da u

prisilno aeriranom sloju zrak igra vaznu ulogu pri uklanjanju topline.

Protoci zraka potrebni za adekvatno uklanjanje topline obi¢no su vise nego dovoljni da
se izbjegnu ograni¢enja u opskrbi O, do povrSine Cestica. Zato su brzine aeracije obi¢no

odredene potrebom odvodenja topline (Mitchell i sur., 2006).
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Toplina predstavlja jedan od klju¢nih ograni¢avaju¢ih faktora u SSF-procesima, a
problem je njeno odvodenje, tj hladenje sustava. Postoje razli¢ite izvedbe koje omogucuju
odvodenje topline, ali ona i dalje predstavlja problem u veéim postrojenjima gdje ima vrlo
Stetan ucinak na radni mikroorganizam (Mitchell 1 sur., 2006).

Nakon odredivanja uvjeta aeracije 1 mijeSanja, paznja se posvecuje dodatnim klju¢nim
kriterijima za izbor adekvatnog bioreaktora. Ove dodatne kriterije navode Mitchell i sur.
(2006):

Koliko je vazan asepti¢an rad?

U kojoj mjeri je neophodno ograniciti slobodan izlaza mikrobne biomase iz sustava?
Je li pozeljan kontinuirani rezim rada?

Jednostavnost punjenja i praznjena bioreaktora i operativni troskovi istog?

Koja koli¢ina supstrata se planira fermentirati?

S o

Hoce 1i bioreaktor takoder biti koriSten i za jedan ili viSe koraka ,,downstream*-

procesa?

Ako se provode SSF-procesi s brzorastu¢im radnim organizmima koji rastu u uvjetima
niske vlage onda ovakvi uvjeti daju radnom organizmu prednost u odnosu nad
kontaminantima. Npr. u mnogim fungalnim procesima, aktivnost vode je ispod vrijednosti
optimalnih za bakterije, tako da ne postoje ozbiljni problemi s rastom bakterijskih
kontaminanata, iako bi fungalni kontaminanti mogli izazvati probleme. U takvim se
slu¢ajevima moZe raditi bez stroge asepse. Medutim, u drugim slu¢ajevima kada organizam
raste polako, mora se paziti da bioreaktor bude dizajniran za sterilan rad kako bi se sprijecile
kontaminacije. U tom slucaju potrebno je sterilizirati bioreaktor prije rada, osigurati ispravno
brtvljenje otvora, filtrirati ulazni zrak 1 asepti¢no dodavati otopine tijekom rada bioreaktora.
Razni bioreaktori koji su do sada koristeni razlikuju se s obzirom na sposobnost asepticnog

rada (Mitchell i sur., 2006).

Opcenito, transgeni¢ni organizmi nisu koristeni u SSF-procesima, a procesi rijetko
ukljuCuju opasne patogene (iako neki ukljuCuju oportunisticke patogene). Medutim, u
mnogim SSF-procesima koriste se fungi i radnici mogu patiti od alergija ili drugih
zdravstvene problema ako se spore oslobode u okoli§. Zato moZe Spostojati potreba za

zatvaranjem bioreaktora i primjenom filtara izlaznog zraka (Mitchell i sur., 2006).

Kontinuirani rad u dobro mijesanom bioreaktoru nije korisna opcija za SSF (Mitchell i

sur., 2006). Pri submerznom uzgoju se hranjive tvari dodaju u reaktor s kontinuiranim
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mijeSanjem 1 raspodjeljuju se po cijelom reaktoru tako da postaju dostupne svim
mikroorganizmima. U SSF-procesu, svaka ¢vrsta Cestica dodana tijekom fermentacije treba se
kolonizirati, §to zahtijeva znacajno vrijeme. Cak i ako su Cestice ve¢ bile inokulirane u
vrijeme dodavanja, moze se ocekivati da ¢e inicijalni rast biti spor, osobito u reaktorima s
mijeSanim slojem, a U izlaznom toku ¢e ostati preveliki udio slabo koloniziranih ¢estica
supstrata. Medutim, kontinuirani rad pri ¢epolikom kretanju ("plug-flow") svakako je mogué
(Mitchell i sur., 2006).

Nacin rada moZze utjecati na to kako treba obaviti punjenje i praznjenje: u kontinuiranim
bioreaktorima punjenje i praznjenje mora biti kontinuirano ili barem polukontinuirano, dok se
pri Sarznom radu te operacije odvijaju u razlicito vrijeme. Ovim operacijama nije posvecivano
puno paznje. Opce nacelo je da, ovisno o troskovima rada, moze biti pozeljno izbjeci one

vrste bioreaktora koji zahtijevaju ru¢ni rad pri punjenju i praznjenju (Mitchell i sur., 2006).

Dimenzije bioreaktora odredene su volumenom podloge koju moraju sadrzavati u bilo
kojem trenutku. Ovo ovisi 0 masi supstrata i nasipnoj gustoc¢i sloja. Dopustena visina sloja

moze biti ogranicena mehanickom ¢vrsto¢om Cestica supstrata (Mitchell i sur., 2006).

Ponekad moze biti pozeljno da se bioreaktor koristi u daljnjim koracima obrade, bilo da
se u njemu osusi sloj podloge ili da se ekstrahira proizvod iz sloja podloge, ¢ime se ostvaruje

usteda vremena 1 financijskih sredstava.
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2.2.2. Podjela SSF bioreaktora

Postoji mnogo vrsta bioreaktora koje se koriste za SSF-procese te se njihovi nazivi
razlikuju od autora do autora. Prema Mitchell i sur. (2006), bioreaktori su podijeljeni u Cetiri
osnovne grupe na temelju sli¢nosti u principu djelovanja i dizajnu te prema nacinu kako su

mjesani i aerirani (Slika 6.):

1. Grupa I: Bioreaktori sa staticnim slojem materijala, koji se uopée ne mijesa ili se mijesa
vrlo rijetko (npr. jednom ili dvaput dnevno), a zrak cirkulira oko sloja, ali se ne
upuhuje prisilno kroz sloj. Ovi reaktori se ¢esto nazivaju i bioreaktori s tavama (eng.

tray bioreactors).

2. Grupa II: Bioreaktori sa stati¢nim slojem koji se uopée ne mijesa ili se mijesa vrlo
rijetko (npr. jednom dnevno), a aeracija se vr$i snaznim upuhivanjem svjezeg zraka
kroz sloj materijala. Ovi reaktori nazivaju se bioreaktori s fiksnim slojem (eng.

packed-bed bioreactors).

3. Grupa III: Bioreaktori u kojima je sloj mijeSan kontinuirano ili isprekidano (npr svakih
nekoliko minuta ili sati), a zrak cirkulira oko sloja materijala, ali bez snaZnog
upuhivanja. Na ovom principu rade dva bioreaktora koji imaju razli¢ite nacine
mijeSanja a to su bioreaktor s rotiraju¢im bubnjem (eng. rotating drum bioreactors) i
bioreaktor s bubnjem i mijesanjem (eng. stirred drum bioreactors). Na ove bioreaktore

¢emo se posebno osvrnuti u ovom radu.

4. Grupa IV: Bioreaktori u kojima se sloj mijesa, a zrak se snazno propuhuje kroz sloj.
Ovaj tip bioreaktora moZe raditi na dva nacina, pa znog toga postoji podjela na dvije
podgrupe, IVa i IVb. U podgrupi [Va mijeSanje je kontinuirano, a u IVb isprekidano u
intervalima koji se mjere u minutama ili satima. Ovi rektori mogu biti razliito
dizajnirani, npr. bioreaktori s fluidiziranim plinovito-¢vrstim slojem (eng. gas-solid
fluidized bed bioreactors), bioreaktori s vibrirajuéim bubnjem (eng. rocking drum

bioreactors) i bioreaktori s razli¢itim varijantama mijeSanja i aeracije.

Ova podjela je napravljena na temelju nacina rada, a ne vanjskog izgleda bioreaktora.
Kod ovakve podjele bitno je napomenuti da je stvar dogovora kako ¢e se razluciti granica
izmedu povremenog i ¢estog mijeSanja u bioreaktoru. Sistematizirani pregled ovakve podjele

su ponudili i sami autori podjele (slika 6).
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"yeTs]
b 3

vibriszjulim bubnjem

Biorsaktori 5

Kontinuirano mijesanje (il isprekidano)

Biorzaktori s bubnjem {
mijeianjem

Biorzaktori s rotirzjutim

Bioraaktori =

fvidizirsnim slojem mijesanim slojem

Biorsaktori =

(ili jako rijetko)

ez mijesan)a

Biorzaktori s tavama

Grupal

GmpaIIAé

Biorzaktori 3 fksnim slojem

B

Mjesanje mip

Aeraciia W

Aeracija

oko

sloja

materijala

materijala
(prisilna)

Aeracija

kroz

sloj

Slika 6. Osnovne znacajke dizajna SSF-bioreaktora, s podjelom u ¢etiri grupe, utemeljenoj na nainu aeracije i

mijeSanja
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Bioreaktori grupe I (slika 6) najceSce se sastoje od glavne komore unutar koje su
poslozene plitke tave, naslagane jedna iznad druge s odredenim razmakom. U takvu se
komoru upuhuje kondicionirani zrak (kontrolirane temperature i zasi¢enosti vlagom) koji
struji iznad tava. Ukoliko se provodi mijeSanje to je onda vrlo rijetko i1 radi se ru¢no. Same
tave mogu Cesto imaju perforirano dno kako bi bio laksi prostup kisika i1 otvorenog su tipa, te
se rade od prirodnih materijala (poput drva, bambusa) ili od plastike i metala.

Mikroperforirane plasticne vrece koje sadrze supstrat takoder spadaju u ovu kategoriju.

Bioreaktori grupe II su najceS¢e uspravni bioreaktori valjkastog ili pravokutnog
presjeka s perforiranim dnom na kojem se nalazi sloj supstrata. Kroz perforirano dno se

upuhuje zrak u sloj materijala.

Bioreaktori grupe III, na koje ¢emo se fokusirati u ovom radu, sastoje se od
horizontalnog bubnja koji se djelomi¢no puni supstratom, a zrak se upuhuje u vr$ni prostor
(prostor iznad sloja supstrata, eng. headspace). Kod bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem (eng.
rotating drum bioreactors), cijeli bubanj rotira oko aksijalne osi i tako se mijesa sloj. Kod
bioreaktora s bubnjem i mijeSanjem (eng. stirred drum bioreactors), sam bubanj ostaje
stacionaran, a unutar bubnja rotiraju lopatice (eng. paddles) ili strugaci (eng. scrapers)

postavljeni na srediSnju osovinu bioreaktora.

Bioreaktori grupe IV mogu biti izradeni u razli¢itim izvedbama - kao bioreaktori s
mijesanim slojem (eng. stirred-bed bioreactors), bioreaktori s vibrirajuéim bubnjem (eng.

rocking drum bioreactors) ili bioreaktori s fluidiziranim slojem (eng. air-solid fluidized beds).

Bioreaktori s mijesanim slojem (eng. stirred-bed bioreactors) slini su stati¢nim
bioreaktorima s fiksnim slojem (eng. static packed bed reaktors) po tome $to sloj podloge lezi
na perforiranoj ploci, a zrak se snazno upuhuje kroz sloj, medutim sloj nije statican nego je u
njega umetnuta mijesalica koja osigurava kontinuirano ili povremeno mijesanje. Takav

mijesani sloj obic¢no je aeriran odozdo, a mijesalo je umetnuto odozgo.

Bioreaktori s vibriraju¢im bubnjem (eng. rocking drum bioreactors) sastoje se od tri
koncentri¢na cilindra — unutra$nji preforirani, vanjski perforirani i vanjski neperforirani.
Supstat se nalazi u prostoru izmedu dvaju perforiranih cilindara. Zrak se upuhuje kroz
sredisnji cilindar, prolazi kroz supstrat i dalje u prostor izmedu vanjskog perforiranog i

krajnjeg vanjskog neperforiranog cilindra te potom izlazi van iz reaktora. Dva vanjska cilindra
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rotiraju u odnosu na unutarnji cilindar ¢ime se mijesa supstrat, iako ovakvo mijeSanje nije

previse ucinkovito.

Kod bioreaktora s fluidiziranim slojem (eng. air-solid fluidized beds, ASFBs) zrak se
kroz perforiranu plocu upuhuje prema gore i to brzinom koja je dovoljna da se fluidizira sloj

supstrata, koji je tada ponasa kao fluid.

Treba imati na umu da postoji nekoliko bioreaktora koji ne spadaju u grupu IlI, a
izgledom su vrlo sli¢ni bioreaktoru s rotiraju¢im bubnjem (eng. rotating drum bioreactors) i
bioreaktoru s bubnjem i mijeSanjem (eng. stirred drum bioreactors). Unato¢ sli¢nosti vanjskog
izgleda, u tim se bioreaktorima zrak uvodi izravno u sloj supstrata, pa se zbog te dodatne
aeracije svrstavaju u grupu reaktora IVa. Radi se o kontinuiranim bioreaktorima s mijeSanjem
(eng. continuously-agitated bioreactors) i o snazno aeriranim bioreaktorima (eng. forcefully-
aerated bioreactors), a o ucinkovitosti te prisilne aeracije ovisi u koju ¢e skupinu bioreaktor

biti svrstan (Mitchell i sur., 2006).
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2.3. Bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem |

bioreaktori s bubnjem i mijeSanjem

Bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem i bioreaktor s bubnjem i mijesanjem, u kojima se zrak
upuhuje u vrsni prostor i pritom se ne upuhuje snazno kroz sloj supstrata, mogu se koristiti i

za kontinuirane procese koji nisu predmet ovog poglavlja. Ovdje ¢e se razmatrati Samo
njihova primjena u Sarznim procesima (Mitchell i sur., 2006).

R T Y
zraka " ' § \

'~ .
: l :’ \
\ | —b .'
N, | Aksijalna
/ projekcija
l Bo¢na projeketja
Protok zraka T
> Mijesanje s
b firadi .'
\biomase e}

\ Boéna projekcija

Slika 7. Osnovne znacajke rotiraju¢ih bubanjskih bioreaktora (a) i bioreaktora s
bubnjem i mijesanjem (b) (Mitchel i sur., 2006).
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2.3.1. Osnovne znacajke dizajna i radne varijable bioreaktora

s rotiraju¢im bubnjem

Osim osnovnih znacajki bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem prikazanih u prethodnom
poglavlju, postoji jo§ nekoliko ¢imbenika koji utjeGu na dizajn bioreaktora (Mitchel i sur.,
2006):

e koriStenje odbijaca (eng. baffles) ili to¢nije podizaca (eng. lifters) biomase

(pregrada na unutarnjim stijenkama bubnja);
e povremena promjena smjera rotacije bubnja;
e koriStenje bubnjeva koji nisu kruznog presjeka;
e aksijalni nagib bubnja bioreaktora (u odnosu na horizontalan polozaj).

Bioreaktori s rotirajuéim bubnjem i odbija¢ima te bubanjski bioreaktori s mjesanjem

takoder dijele ove znacajke dizajna (Mitchel i sur., 2006):
e duljina i promjer bioreaktora (njihov omjer moze varirati u vrlo Sirokom rasponu);

e veli¢ina, oblik 1 broj odbijaca (u slu€aju rotiraju¢eg bioreaktora s odbijacima),

odnosno broj i1 oblik mijeSala unutar bioreaktora s mjeSanjem;
e dizajn ulaza i izlaza zraka iz sustava utjeCe na protok zraka u vrSnom prostoru;

e prisutnost ili odsutnost vanjskog plasta sa vodom (u slu¢aju reaktora s rotirajuéim
bubnjem povecava tezinu dijela koji se mora okretati 1 takoder zahtjeva koriStenje

adekvatne brtve na ulazu i izlazu vode);

e koriStenje podizaca (ili mijeSala kod mjeSanih bioreaktora) koji doprinose hladenju

sustava;
e dizajn sustava za dodavanje vode i ostalih dodataka tijekom procesa;
e dizajn sustava za dodavanje i izuzimanje supstrata kod kontinuiranog rada.

Nakon utvrdivanja osnovnih znacajki dizajna mozemo utvrditi osnovne radne varijable,
kako ih navode Mitchell i sur. (2006):
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koeficijent punjenja krutine u bioreaktor (eng. solids loading);

brzina rotacije bubnja u slucaju reaktora s rotiraju¢im bubnjem, odnosno brzina
mijeSanja za bubanjski bioreaktor s mijeSanjem (ukoliko su rotacija ili mijeSanje
isprekidani, onda treba definirati razmak izmedu perioda mjesanja, trajanje i brzinu

mijesanja);
protok, temperatura, i vlaznost zraka koji se upuhuje u vrsni prostor (eng. headspace);
vrijeme kada se dodaje voda;

temperatura rashladne vode ukoliko se koristi rashladni plast za termoregulaciju, a ako

se rashladni plast ne koristi onda je vazno da li se zrak snazno puse na stijenku bubnja.

Veéina ovih operativnih varijabli moze se mijenjati tijekom procesa. Koeficijent

punjenja krutine je fiksan samo na pocetku procesa, a obi¢no se uzima da je korisni volumen

oko 40 % od ukupnog volumena bioreaktora da bi se omogucilo dovoljno mijesanje sloja.

Tijekom fermentacije se koeficijent punjenja mijenja zato $to se dio materijala prevodi u CO,.

Nakon §to zapo¢ne fermentacija, koeficijent punjenja krutine viSe se ne moze kontrolirati.

Budu¢i da se sloj mijesa, voda se tijekom mijeSanja u sustav unosi kao fino rasprsena

magla. Tako se isparavanje vode se koristi kao metoda hladenja koja moze koristiti zrak

nezasi¢en vlagom tj. uvedeni zrak mora samo udovoljavati kriterij temperature i adekvatne

razine sterilnosti. Na sve dosad navedene radne varijable i varijable dizajna, utjecaj ¢e imati 1

idu¢i faktori (Mitchell i sur., 2006):

brzina proizvodnje topline u sloju terba se uzeti u obzir pri odabiru koeficijenta

punjenja, brzine aeracije i vlaznosti ulaznog zraka;

odabrana brzina rotacije ili mijeSanja mora omoguciti ravnotezu izmedu poticanja
prijenosa topline i kisika unutar sloja te izmedu sloja i vr$nog prostora i uz to treba

svesti na minimum oste¢enja mikrooragnizama zbog smicanja;

¢vrstoca Cestica materijala moZe utjecati na maksimalni promjer Cestica i na
koeficijent punjenja obzirom da se mekse Cestice na dnu mogu zdrobiti pod tezinom

debljeg sloja materijala.
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2.3.2. Bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem

U ovom dijelu rada osvrnut ¢emo se na primjenu bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem u
razli¢itim mjerilima. Navedeni su primjeri primjene iz izvronih radova, a zaneke od njih koji

nisu bili dostupni navedeni su podaci koje su citirali Mitchell i sur. (2006).

2.3.2.1. Primjena bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem

u realnom mjerilu

Mitchell i sur. (2006) su prikazali kratak pregled primjene bioreaktora s rotiraju¢im
bubnjem u realnom mijerilu. Na temelju literature koja nam nije dostupna navode primjer
procesa dobivanja amilaze, razvijenog 1914. godine, u kojem je radni mikroorganizam bio
Aspergillus oryzae uzgojen na pSeni¢nim mekinjama. Ovaj proces se prvobitno provodio u
bioreaktorima s tavama, a kasnije u bioreaktorima s rotiraju¢im bubnjem i proizvodni proces
je kasnije doraden 1939. godine.

Drugi primjer koji navode Mitchell i sur. (2006) je SSF-proces s rotirajuéim
bubnjevima, koji je bio koristen ranih 1940-ih godina za komercijalnu proizvodnju pencilina u
vrijeme kada su zbog rata bile vece potrebe za ovim antibiotikom. Kao sirovina su koriStene
pSeni¢ne mekinje (slika 8a), a postrojenje je je sadrzavalo 40 bioreaktora s rotirajuc¢im
bubnjem promjera 1,28 m 1 duZine 11,28 m te zapremnine 13 m?®, Dostupan je samo opcenit
opis ovog procesa, ali ne i konkretni podaci 0 njegovoj uspjesnosti. Najprije su pSenicne
mekinje izvan samog bubnja pomijesane s otopine hranjivih tvari te se bubanj kroz
odgovaraju¢e otvore punio navedenom smjesom. Slijedila je sterilizacija izravnim
injektiranjem pare pri tlaku od 1 atm uz rotaciju bubnja od 24 o/min. Inokulum je kroz
mlaznice dodan rasprSivanjem po smjesi pri istoj rotaciji bubnja i pocetnoj aeraciji izmedu
0,28 i 0,43 m%min (aeracija se nakon 30 h povecavala na 1,13 m*/min i odrzavana je takvom
do kraja procesa). Rotacija je prvih 6 sati bila ista kao na pocetku kod sterilizacije (24 o/min),
a od 6 do 30 h nakon inokulacije je smanjena na 5 o/min, te se nakon 30 sati opet vracala na
24 o/min do kraja procesa. Temperatura se kontrolirala prskanjem vode po vanjskoj povrsini
reaktora. Uzgoj je trajao 112 sati, nakon Cega je sadrzaj bubnja uklonjen pomoc¢u vakuumskog
sustava (Mitchell i sur., 2006).

Jo§ jedan primjer primjene bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem je proces u kojem se

proizvodi koji. Opisan je rotiraju¢i bubanjski bioreaktor kapaciteta 1500 kg s isprekidanim
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mjesanjem (slika 8b). Osim Cinjenice da je u sustavu bilo otezana kontrola temperature, nije

dostupno vise detalja o ovom procesu.
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Slika 8. Bioreaktori s rotiraju¢im bubnjem primijenjeni u realnom mijerilu (Mitchell i sur.,

2006):
a) bioreaktor koji je ranih 1940-ih godina koriSten za komercijalnu proizvodnju

pencilina na pSeni¢nim mekinjama,

b) bioreaktor u kojem se proizvodi koji.
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2.3.2.2. Primjena bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem

u pilot-postrojenjima

U ovom poglavlju ¢emo se osvrnuti na dva primjera primjene rotiraju¢ih bubanjskih
bioreaktora u pilot-postrojenjima i to kronoloski (poglavlja 2.3.2.2.1. i 2.3.2.2.2.). Objavili su
ih Fung i Mitchell (1995) te Stuart (1996), a Mitchell i sur. (2006) su njihove rezultate citirali
i adaptirali neke od grafickih prikaza (slika 9).

2.3.2.2.1. Uzgoj biomase Rhizopus oligosporus na pSeni¢nim mekinjama u

bioreaktoru s rotiraju¢im bubnjem sa i bez podiza¢a biomase

Fung i Mitchell (1995) su pri uzgoju biomase Rhizopus oligosporus na pSeni¢nim
mekinjama istrazivali utjecaj prisutnosti podizaca biomase u pilot-bioreaktoru s rotirajuéim
bubnjem kapaciteta 200 L (slika 9a). Unutarnji promjer bubnja bio je 56 cm, a unutarnja
duzina 85 cm. U eksperimentima s podiza¢ima biomase (kao na slici 7) su na unutarnju
stijenku bubnja pod pravim kutem postavljena ¢etiri podizaca (dimenzija 17 x 85 cm), koji su
bili jednako distancirani jedan od drugog. Uzgoj je voden bez upotrebe sustava za hladenje, a

ambijentalna temperatura prostorije u kojoj se nalazilo postrojenje je bila 17 — 26 °C.

Aeracija se provodila uvodenjem zraka zasi¢enog vlagom, ¢ija je temperatura iznosila
37 °C sto je je ujedno i optimalna temperatura za uzgoj koriStenog radnog mikroorganizma.
Pokazalo se da ta temperatura ulaznog zraka (37°C) nije dovoljna za odrzavanje temperature
sloja u bioreaktoru koja je optimalna za inicijalni rast. Zato je lag faza rasta bila produzena i
temperature sloja su u inicijalnoj fazi rasta bile ispod 30°C. Produljenje lag faze rasta bilo je
izrazenije kod bioreaktora s podizacima biomase zato $to je mijeSanje omogucilo ucinkovitije
odvodenje topline sa sloja na okolinu. U bioreaktoru bez podizaca je bila nesSto kraca lag faza

rasta jer je temperatura sloja bila viSa od one u bioreaktoru sa podizafima.

Kasnije se temperatura sloja tijekom 10 sati podizala na oko 45°C. Nakon toga je u
bioreaktoru s podiza¢ima temperatura pocela brzo padati tako da je samo 10 sati bila iznad

40°C. U bioreaktoru bez podizaca zadrzala se iznad 40°C tijekom narednih 30 h.

Najvece brzine potrosnje Kisika bile su vece kod bioreaktora s podizac¢ima (Slika 9a).
Medutim zbog duze lag-faze ukupna potrosnja kisika nije bila znatno veca u bioreaktoru s

podiza¢ima. Vazno je napomenuti da bi bioreaktori s podiza¢ima nadmasili bioreaktor bez
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podizacéa po potrosnji kisika u prvih 30 h ukoliko bi temperatura u oba bioreaktora bila 37 °C
tijekom prvih 10 h. Bolja regulacija temperature mogla se izvesti postavljanjem vodenog
plasta oko bubnja bioreaktora ili smjeStanjem bioreaktora u prostoriju ambijentalne
temperature 37 °C. Alternativno rjesSenje bi bilo postavljanje izolacijskog materijala s vanjske
strane bubnja tijekom ranih faza fermentacije, ¢ime bi grijanje sloja uvodenjem toplog zraka
bilo efikasnije. Kasnije tijekom procesa bi se ovaj izolacijski materijal zbog boljeg odvodenja

metabolic¢ke topline trebao ukloniti u trenutku kada zapoc¢ne brzi rast.

Iz opisanog eksperimenta evidentno je da odvodenje viska topline nastale metabolickom
aktivnos¢u radnog mikroorganizma predstavlja jedan od glavnih izazova u proizvodnji. Npr.,
u opisanoj fermentaciji koja je provedena uz pomo¢ Rhizopus oligosporus, bilo je pozeljno
izbjeéi temperature iznad 40 °C, ali je ta vrijednost premasena tijekom dugih perioda (Fung i

Mitchell; 1995; Mitchell i sur., 2006).

2.3.2.2.2. Uzgoj biomase Aspergillus oryzae na pSeni¢nim mekinjama u bioreaktoru

s rotiraju¢im bubnjem bez podizaca biomase

Drugi primjer proizvodnje u pilot-postrojenju je proces uzgoja Aspergillus oryzae na
pSeni¢nim mekinjama koji je provodila Stuart (1996) (citirano u Mitchell i sur., 2006).
Eksperiment je proveden bez podizaca u istom bubanjskom bioreaktoru volumena 200 L koji
je opisan u poglavlju 2.3.2.2.1. Vodenjem procesa uz brzinu rotacije od 9 o/min i 2 o/min,
pokazalo se da je viSa brzina rotacija pogodnija za bolje mijeSanje i samim time daje bolji
prijenos kisika iz vr$nog prostora u sloj, ¢ime se ubrzava i rast biomase (Slika 9b). Pri 2 o/min
sloj je bio u prevréuc¢em rezimu strujanja, dok je pri 9 min bio u kotrljaju¢em rezimu strujanja
(rezimi protoka u bioreaktoru s rotiraju¢im bubnjem bit ¢e detaljnije objasnjeni u poglavlju
2.3.3.1.). Maksimalne temperature postignute u procesima bile su 43°C pri brzini rotacije 9

o/min odnosno 38°C pri brzini 2 o/min.
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Slika 9. Primjeri primjene rotiraju¢ih bubanjskih bioreaktora u pilot-postrojenjima (graficki
prikaz rezultata su adaptirali Mitchell i sur., 2006):

(a) Utjecaj podizaca biomase na procesne parametre u bioreaktoru s rotiraju¢im bubnjem
volumena 200 L (Fung i Mitchell, 1995). Legenda: (—) bubanj s podizac¢ima; (- - -) bubanj
bez podizaca.

(b) Utjecaj brzine rotacije na kumulativhu potro$nju kisika kod bubnjeva bez podizaca

(volumena 200 L). (Stuart 1996). IDS predstavlja pocetnu suhu tvar (eng. initial dry solids).
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2.3.2.3. Primjena bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem

u malom mjerilu

Mitchell i sur. (2006) su citirali i adaptirali neke od grafi¢kih prikaza koje su na temelju
svojih laboratorijskih istrazivanja provedenih u malom mijerilu objavili Stuart i sur. (1999),
De Reu i sur. (1993), Kalogeris i sur. (1999) i Dominguez i sur. (2001). U tekstu koji slijedi
prikazani su osnovni rezultati uzeti iz navedenih originalnih radova i adaptacija nekih
njihovih grafi¢kih prikaza objavljena u Mitchell 1 sur. (2006). Pored toga je prikazan

jednostavnig sustav s rotiraju¢im bocama.

2.3.2.3.1. Uzgoj biomase Aspergillus oryzae na pSeni¢nim mekinjama i sintetskom

gelu u bioreaktoru s rotiraju¢im bubnjem bez podizaca biomase

Stuart i sur. (1999) su Koristili bioreaktor s rotiraju¢im bubnjem volumena 18,7 L (duzine 85
cm i unutrasnjeg promjena 19 cm). Dio njihovog eksperimenta citiran je u Mitchel i sur.
(2006). Uzgoj Aspergillus oryzae se provodio pri razli¢itim brzinama rotacije i na dva
razlic¢ita supstrata. Prvi supstrat su bile pSeni¢ne mekinje pomijeSane s vodom i potom
autoklavirane (121 °C / 100 kPa / 45 minuta) , a Cestice podloge bile su nepravilnog oblika 1
nejednakog promjera (2 - 5 mm). Drugi koriSteni supstrat bio je sintetski u obliku gela koji je
izrezan na kockice veli¢ine 6 mm, a sadrzavao je pSeni¢ni $krob, (NHg)2SOg, ureu, KH,POy,
K2HPO,, komercijalno biljno gnojivo koje sadrzi mikroelemente (Anonymous 1, 2015), agar i
k-karagenan. U ovom eksperimentu su istodobno koriStena dva identi¢na staklena reaktora

(Slika 10), smjestena u zajednicki prostor kontrolirane temperature (32 °C).
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Slika 10. Shematski prikaz (bo¢na projekcija) horizontalnog staklenog rotirajuceg bubanjskog
bioreaktora volumena 18,7 L. Prikazane su samo vanjske dimenzije, a debljina stakla je

iznosila 5 mm (Stuart i sur. 1999).
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Termoregulacija se provodila uvodenjem zraka temperature 30 - 32°C, te je temperatura
sloja odrzavana na istoj temperaturi kao i okolni zrak. Znacajnija zapazanja su ukljucivala
utjecaj brzine rotacije na rast biomase na gelu i utjecaj koriStenog supstrata na temperaturu.

Pokazalo se da brzina rotacije u podru¢ju od 0 - 10 o/min pozitivno utjeCe na rast pri
uzgoju na gelu, gdje je povisena maksimalna brzina rasta, ali pritom ne dolazi do povecanja
udjela proteina. Povec¢anjem brzine rotacije na 10 - 50 o/min dolazilo je do negativnog ucinka

mijesanja i na brzinu rasta i na prinos proteina.

Promatran je i utjecaj vrste supstrata na temperaturu te se pokazalo da kod koriStenja
supstrata u obliku gela temperatura nije prelazila 35°C, a kod pSeni¢nih mekinja je
temperatura rasla i1 do vrijednosti izmedu 45 1 50°C. Razlika u temperaturama najvjerojatnije
proizlazi iz Cinjenice da se supstrati razlikuju u dostupnosti ugljika. Supstrat u obliku gela
sadrzavao je nesto manje od 5 % Skroba, a pSeni¢ne mekinje 15 % Skroba (obje vrijednosti
izrazene su kao maseni udio u vlaznoj podlozi) te su takoder sadrzavale proteine i masti.
Bitno je naglasiti da je vecina Cestica u podlozi s pSeni¢énim mekinjana bila plosnatog oblika
(manje od 4 mm), dok se gel sastojao od kockica veli¢ine 6 mm, tako da je supstrat sa

pSeniénim mekinjama imao puno veéi omjer povrsine i volumena.
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Slika 11. Utjecaj brzine rotacije bubnja na proizvodnju proteina i maksimalnu
specifi¢nu brzinu rasta pri uzgoju Aspergillus oryzae na supstratu u obliku gela.
Legenda: (—) koli¢ina proteina, (- - -) maksimalna vrijednost specificne brzine rasta.

Prema rezultatima iz Stuart i sur. (1999) adaptirano u Mitchell i sur. (2006).
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2.3.2.3.2. Uzgoj biomase Rhizopus oligosporus na kuhanim sjemenkama soje u

bubanjskom bioreaktoru s jednim fiksiranim krajem

De Reu i sur. (1993) su konstruirali rotiraju¢i bubanjski bioreaktor s jednim fiksiranim
krajem, da bi se omoguéilo uvodenje mjernih senzora u sloj. Ovakva izvedba je
zakomplicirala dizajn jer zahtijeva brtvu izmedu rotirajueg bubnja i fiksirane ploce.
Unutra$nji promjer bubnja bio je 20 cm, duzina 15 c¢m, a ukupni volumen bioreaktora je
iznosio 4,7 L (slika 12). Radni mikroorganizam je bio Rhizopus oligosporus, a kao supstrat se
koristilo 1 kg kuhanih sjemenki soje, sto znaci da je volumen sloja vjerojatno 2 — 2,5 L. Zrak
se uvodio u vrsni prostor kroz sredi$nju osovinu, a cijeli bioreaktor se nalazio u prostoriji
ambijentalne temperature od 30°C.
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Slika 12. Performanse laboratorijskog rotiraju¢eg bubanjskog bioreaktora s isprekidanim
mijesanjem (de Reu i sur., 1993) (adaptirano u Mitchell i sur., 2006): a) glavne karakteristike
dizajna; b) kontrola temperature sloja tijekom diskontinuirane rotacije. Legenda: (—)
temperatura tijekom fermentacije s isprekidanim mijeSanjem, (- - -) temperatura tijekom

stati¢ne fermentacije.
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Pomoc¢u ovog sustava je promatran utjecaj diskontinuirane rotacije na temperaturu sloja.
Rotacija je zapocela svaki puta kada bi temperatura sloja dosla do 34°C, a odvijala se u
periodima od 60 sekundi, brzinom od 4 do 6 o/min, uz viSe promjena smjera rotacije.
Pokazalo se da je moguce kontrolirati temperaturu mijeSanjem ovako male koli¢ine supstrata
(1 kg) medutim takav nacin termoregulacije najvjerojatnije ne bi bio uspjeSan u realnom

mjerilu.

2.3.2.3.3. Proizvodnja lignoceluloliti¢kih enzima pomoc¢u Phanerochaete

chrysosporium u bioreaktoru koji je varijacija bioreaktora s rotirajué¢im bubnjem

Kalogeris i sur. (1999) (citirano u Mitchell i sur., 2006) su razvili bioreaktor koji je
varijacija rotiraju¢eg bubanjskog bioreaktora (slika 13). U ovom se bioreaktoru sloj materijala
nalazi u perforiranom cilindru volumena 10 L, koji moze rotirati unutar veceg cilindra,
napravljenogod punog materijala (neperforiranog) i opskrbljenog vodenim plastom. Kroz ta
veci cilindar struji zrak. Ovaj bioreaktor se pokazao pogodnim za kultivaciju termofilnih
mikroorganizama. Zbog premalog odvodenja topline najvjerojatnije ne bi bio pogodan za
uzgoj mezofilnih mikroorganizama, a za to postoje dva razloga. Prvi razlog je taj Sto ¢e zrak
koji se upuhuje prvenstveno strujati iznad povrSine sloja, a ne kroz sam sloj (zato se ovaj
bioreaktor svrstava u grupu III bioreaktora). Drugi razlog je to $to nema bliskog kontakta

izmedu sloja 1 vodenog plasta (izmedu njih se nalazi sloj zraka).

U kasnijoj adaptaciji ovog procesa (Dominguez i sur., 2001) (citirano u Mitchell i sur.,
2006), bioreaktor je sadrzavao tekucu hranjivu podlogu smjestenu na dno bioreaktora, a u
bubnju su se nalazile spuzvaste kocke od najlona koji su se stalno vlazile hranjivim medijem
zbog rotacije bubnja od 3 o/min. Taj proces su Koristili za dobivanje lignoceluloliti¢kih

enzima pomocu Phanerochaete chrysosporium.
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Slika 13. Karakteristike dizajna rotirajucih bioreaktora grupe III koje je koriSten bez tekuceg
medija u vanjskom cilindru (Kalogeris i sur., 1999) i s teku¢im hranjivim medijem
napunjenim do razine oznacene isprekidanom linijom (Dominguez i sur., 2001) (adaptirano u
Mitchell i sur., 2006).

2.3.2.3.4. KoriStenje sustava rotiraju¢ih boca kao zamjena za rotirajudi

bubanjski bioreaktor

Sustav s rotiraju¢im bocama (eng. roller bottles) je koristan u laboratorijskom mjerilu
za testiranje procesa koji su predvideni za kasnije vodenje u bioreaktorima s rotirajuéim
bubnjem. Aeracija izravnim uvodenjem zraka u vrsni prostor svake boce je u takvom sustavu
komplicirana, ali nije nemogu¢a. U vecini slucajeva ¢e se koristiti boca sa perforiranim
¢epom, kroz koji ¢e se onda odvijati pasivna izmjena zraka izmedu vrSnog prostora boce i
okoline. Prikaz moguce izvedbe ovog sustava vidljiv je na slici 14a. Slika 14b prikazuje
izgled pojedine boce koja ima ¢ep s mrezicom radi slobodne izmjene plinova (Mitchell i sur.,
2006).
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Slika 14. Prikaz jednostavnog sustava s rotiraju¢im bocama za uzgoj kulture tkiva (Mitchell i

sur., 2006):

a) Moguce je postaviti viSe razina rotirajucih valjaka tj. Sipki koje okrecu boce. Sustav
se obi¢no postavlja u termostatiranu prostoriju. U svakom paru Sipki koje okrec¢u bocu,
jedna Sipka je pogonska (eng. drive bar) koja rotira (puna strelica) a druga je pomoc¢na
Sipka (eng. slave bar) koja nije pogonska, ali rotira (isprekidana strelica).

b) Obi¢no svaka boca ima ¢ep S mrezicom koja omogucuje slobodnu izmjenu plinova.
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2.3.3. Mijesanje i fenomeni transporta u bioreaktorima

s rotiraju¢im bubnjem

Performanse bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem i bioreaktora s bubnjem i mijeSanjem
uvelike ovise o uspjeSnosti izmjene vode i energije izmedu sloja i plinova u vr$nom prostoru
bubnja. Nadalje, ta uspje$nost izmjene ovisi o reZimima strujanja unutar sloja i unutar vr$nog
prostora. Nije vjerojatno da ¢e se u takvim bioreaktorima s rotirajuéim bubnjem i
bioreaktorima s bubnjem i mijeSanjem posti¢i dobro mijeSanje ako se ve¢ u fazi dizajniranja
ne posveti posebna paznja poticanju mijeSanja. ReZimi strujanja zraka i krutine u grupi Ill
bioreaktora su najcesce slozeni i tek su se nedavno poceli pomnije istrazivati, a najvise paznje
u tom podrucju se pridaje bioreaktorima s rotiraju¢im bubnjem (Mitchell i sur., 2006). U
daljnjim poglavljima ¢emo razmotriti specificnosti mijeSanja i fenomene transporta u

bioreaktorima s rotiraju¢im bubnjem.

2.3.3.1. Rezimi protoka krutina u bioreaktorima s rotiraju¢im bubnjem

Pri razmatranju reZima protoka krutina u bubnju bioreaktora potrebno je uzeti u obzir

radijalno i aksijalno kretanje krutine (Mitchell i sur., 2006).

Radijalni rezim protoka unutar sloja materijala je vazan jer utjece na prijenos topline i
mase izmedu sloja i vr$nog prostora, kao i na homogenost unutar sloja. Najbolji prijenos
topline, vode 1 kisika ¢e se ostvarivati kada je mijeSanje takvo da sve Cestice supstrata unutar

sloja redovito dolaze na povrsinu sloja, medutim to nije jednostavno postiéi.

Istrazeni su 1 okarakterizirani razli¢iti reZimi radijalnog protoka krutina u rotiraju¢im
bubnjevima nez odbijaca, koji se ne primjenjuju za SSF ve¢ za druge svrhe (Mitchel 1 sur.,
2006). Konkretno, radilo se o istrazivanju mijesanja praskastih materijala koje su objavili
Wightman i Muzzio (1998). Adaptirani prikaz rezima strujanja krutina objavili su (Mitchel i
sur., 2006) (slilka 15), a isti se prikaz moze naéi i u starijoj literaturi za kretanje sloja

materijala u rotacijskim pe¢ima (Henein i sur., 1983).

Rezim protoka ovisi o nekoliko faktora, medu kojima su brzina rotacije 1 koeficijent
punjenja bubnja. Obi¢no se rezim protoka povezuje i sa kriticnom brzinom rotacije (N¢), koja
se definira kao brzina rotacije pri kojoj se Cestice supstrata drze za unutrasnjost bubnja zbog

centrifugalne sile (Ishikawa et al. 1980, citirano u Mitchell i sur., 2006).
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Kriti¢na brzina rotacije (N¢) je funkcija promjera bubnja bioreaktora i za horizontalno

postavljeni bubanj zadana je jednadzbom:

I'_:I'..
.d--— .
]

gdje je:

N¢ oznaka za kriti¢nu brzinu rotacije [o/min],

D - promjer bubnja [m].

U tekstu koji slijedi bit ¢e detaljnije opisan rezim strujanja krutina u bubanjskim
bioreaktorima bez podizaca pri razli¢itim brzinama rotacije (Mitchel i sur., 2006), koji je

prikazan na slici 15.

Nema mijesanja Cestica unutar sloja u sluc¢aju kad je bubanj statican (ne rotira nego
miruje pa je brzina je 0 o/min) i kod bubnja koji rotira pri kriti¢noj brzini rotacije N (slika
15).

U slucaju klizuceg 1 prevréuceg rezima strujanja, koji se odvijaju pri brzinama rotacije
ispod 10 % od kriti¢ne brzine rotacije (N¢), sloj se kre¢e kao cjelina Sto znaci da je mijeSanje

unutar sloja zanemarivo.

Povecanjem brzine rotacije sa 10 % N¢ na 60 % N dolazimo do umjerenih brzina
rotacije bubnja pri kojima sloj prolazi najprije kroz kotrljajué¢i rezim strujanja (kojeg
karakterizira ravna povrsina sloja) i onda kroz kaskadni rezim strujanja (koji karakterizira
zakrivljena povrsina sloja). Pri ovim reZimima strujanja nema slobodnih estica u vrSnom
prostoru bubnja, nego postoji protok Cestica unutar samog sloja, iako mogu postojati 1 mrtve

zone (eng. dead zone) tj. podrucja bez mijesanja.

Za brzine rotacije vece od 60 % N¢ mijenja se rezim strujanja u tzv. ,,vodopadni* rezim,

u kojem neke Cestice bivaju izbacene u zrak u vr§nom prostoru.
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cascading

Objasnjenje pojmova:

cataracting

o
0

Zone

centnfuglng
/at critical speed*.\ °

static at 0 rpm

eng. slipping — klizu¢i (,,puzeéi*) rezim strujanja
eng. slumping - prevréuéi rezim strujanja

eng. rolling, tumbling - kotrljajuci rezim strujanja
eng. cascading - kaskadni rezim strujanja

eng. cataracting — tzv. ,,vodopadni® rezim strujanja

centrifuging at critical speed — centrifugiranje pri kriti¢noj brzini

Slika 15. Prikaz rezima strujanja krutina u bubanjskim bioreaktorima bez podizaca. Prema

radu koji su objavili Wightman i Muzzio (1998) slika je adaptirana u Mitchel i sur., (2006).

Obic¢no se u SSF procesima koriste relativno male brzine rotacije koje daju prevréuéi rezim

protoka. Tamnija boja oznacava slabije izmijeSana podrucja, a svijetlija oznacava ona

podrucja koja su bolje izmijeSana. Pune strelice ozna¢avaju smjer kretanja sloja ili Cestica

unutar sloja.
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Vecina bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem radi u uvjetima koji daju prevréuéi rezim
strujanja, sto znaci da je obi¢no pozeljno staviti podizace na unutrasnju povrSinu bubnja da bi
se poboljsalo mijesanje. Medutim isto tako je moguce koristiti i bioreaktore bez podizaca, ali
pri ve€im brzinama rotacije. Kao primjer (prema Mitchell 1 sur., 2006) se moze uzeti
bioreaktor u realnom mjerilu koji je koristio Ziffer (1988), koji je imao promjer 1.22 m, a
kriti¢nu brzinu postizao pri 38.3 o/min. Tijekom najbrze faze raste, bubanj je bio mijeSan
brzinom od 24 o/min, §to predstavlja 63 % kriticne brzine rotacije, tj. materijal je bio na

granici izmedu kaskadnog i ,,vodopadnog* rezima strujanja.

Daljnja istraZzivanja mijeSanja u rotiraju¢im bubanjskim bioreaktorima provodili su
Schutyser i sur. (2001) da bi se dobio detaljniji uvid u utjecaj odbijaca na radijalno mijesanje.
Koristili su dvodimenzionalni model s odvojenim ¢esticama u kojem su pomoc¢u modela
predvidjeli polozaje velikog broja pojedinacnih cCestica. Pritom promjena polozaja svake
pojedinacne Cestice tijekom odredenog vremena ovisi o sumi sila koje djeluju na nju zbog
sudara s ostalim Cesticama ili s ¢vrstim povrSinama kao §to je stijenka bioreaktora (slika 16).
Svoj teorijski model potkrijepili su eksperimentalnim dokazima u rotiraju¢im bubnjevima koji
su sadrzavali kuhano zrnje pSenice. Okarakterizirali su bubanj kao dobro mijesan kada je
entropija mijeSanja bila veca od 0.9. Usporedili su efikasnost mijeSanja primjenom odredenog
dizajna bubnja i nacina rada na temelju broja rotacija bubnja koji je neophodan da se dosegne

entropija mijeSanja 0.9.

Istrazivali su efekt brzine rotacije bubnja (0.5 o/min, 2 o/min, 5 o/min), promjera bubnja
(0.5 m, 0,3 m, 1 m) i volumnog koeficijenta punjenja (0.2, 0.33, 0.4). U razli¢itim
eksperimentima i simulacijama pokazalo s da je bilo neophodno 1.5 — 10 rotacija da bi se
postigla dobra izmijeSanost. Potreban broj rotacija bio je neovisan o brzini rotacije bubnja,

premda je pri ve¢im brzinama vrtnje potreban broj rotacija zavrsen u kraéem vremenu.

Schutyser 1 sur. (2001) su napravili simulacije kako bi istrazili u kojoj mjeri odbijaci
djeluju na mijeSanje. Usporedili su odbijace Sirine 5 i 10 cm unutar bubnja ¢iji je promjer bio
30 cm, tako da su ugradili Cetiri ravna odbijaca kao Sto je prikazano na slici 7. Mali odbijaci
su imali mali efekt na pove¢anje mijeSanja u kotrljajuéem rezimu, iako pri niZim brzinama
pomazu da se sprije¢i prevréuci rezim strujanja. Veéi odbijaci su poboljsali djelotvornost

mijesanja.
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o
S

SC : Proracun sudara ‘@ G—’
I.che.tne pozicije p lzraCunate pozicije
1 brzine 1 brzine

Poveéanje entropije mijeSanja

O-O
O
O

Slika 16. Osvrt na matematicko modeliranje i eksperimente koje su proveli Schutyser i sur.

(2001): a) Osnove modela odvojenih Cestica - strelice koje izlaze iz sredine Cestice su vektori

gibanja (veli¢ina i smjer) Cestice; b) Koncept entropije mijeSanja - §to je ve¢a nasumicnost

raspodjele Cestica u odnosu na njihov pocetni polozaj, to je vea entropija mijeSanja; C)

Usporedba simulacije (donji niz slika) i eksperimentalnih rezultata (gornji niz slika) nakon O,

1, 2, 3,1 10 rotacija uz koeficijent punjenja bubnja 0.4 i brzinu rotacije 0.5 o/min.
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Daljnjim proSirenjem modela odvojenih Cestica, Schutyser 1 sur. (2002) su ukljucili
tre¢u dimenziju u analizu radijalnog i aksijalnog mijeSanja i pritom su koristili tri izvedbe
bubnja - bez podizaca, s Cetiri ravna podizaca (Sirina svaki od njih iznosila je 66 % od radijusa

bubnja) i s zakrivljenim podizacima.

Smjer (b)

rotacije ) .
Smyjer rotacije

Dinamicki
kut nagiba
sloja krutina

Nagib aksijalne osi
bubnja u odnosu na
horizontalni polozaj

Slika 17. Osvrt na eksperimente koje su proveli Schutyser i sur. (2002):
a) upotreba zakrivljenih podizaca biomase i nagiba osi bubnja za poboljsanje aksijalnog
mijesanja sloja (prikazana su samo dva odbijaca, ali ih moze biti vise, kako je prikazano u
originalnom radu) (adaptirano u Mitchell i sur., 2006);

b) dinamicki kut nagiba sloja mijeSane Krutine koji predstavlja gornju granicu nagiba bubnja
(adaptirano u Mitchell i sur., 2006);

c) izgled zakrivljenih odbijaca u nagnutom rotiraju¢em bubnju (o = 20°).
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Rezultati su pokazali da ravni podizac¢i pobolj$avaju aksijalno mijeSanje (u odnosu na
bubanj bez podizaca), iako nisu posebno dizajnirani za za guranje materijala duz aksijalne osi
bubnja. Takav utjecaj pripisuje se Cinjenici da pri koriStenju ravnih podizaca dolazi do vece
brzine gibanja Cestica na povrsini sloja materijala. Daljnji rezultati su pokazali da je najbolji
dizajn za postizanje dobrog aksijalnog i radijalnog mijeSanja sloja onaj sa zakrivljenim
podiza¢ima biomase, kod kojeg je sloj dobro izmijeSan ve¢ nakon 3 do 4 rotacije bubnja (u
usporedbi s bubnjem bez podizaca koji treba napraviti 50 do 100 rotacija da bi dosli do istog
stupnja aksijalne izmijesanosti). Takoder je naglaSeno da naginjanje srediSnje osi bubnja u
odnosu na horizontalnu os ima pozitivan ucinak na aksijalno mijesanje sloja (slika 17).
Koristen je nagib od 35°, ali autori preporucaju koristenje nagiba od 20° kao prikladnije

(Schutyser i sur., 2002).

2.3.3.2. Rezimi protoka plina u vrSnom prostoru bioreaktora

s rotiraju¢im bubnjem

Poznavanje rezima protoka plina u vr§nom prostoru bubnja je vazno za izraCunavanje
koeficijenta prijenosa sa sloja na vrSni prostor, te se za primjer moZe uzeti primjer
konvektivnog prijenosa topline, a koji vrijedi i za prijenos vode i kisika. Konvektivno
uklanjanje topline u plinove vr$nog prostora je dano relacijom koja vrijedi uz pretpostavku

dobre izmijeSanosti sustava:
Rconv =hA (Tbed - Thead)
gdje je:

h - koeficijent prijenosa topline [W m? °C™],
A - kontaktna povrSina izmedu sloja i vr$nog prostora,

Thed - temperatura sloja,

Thead - temperatura plinova u vr§nom prostoru bubnja.

Kao $to je prikazano u slici 18, ako je vrsni prostor dobro izmijeSan onda je pogonska sila za
prijenos topline konstantna i brzina prijenosa topline je ista u svakoj toéci povrSine sloja
supstrata. S druge strane, ako strujanje plinova u vr§nom prostoru bubnja prati ¢epoliki rezim

strujanja, onda se pogonska sila za prijenos topline smanjuje sa poviSenjem temperature
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plinova koji struje kroz bubanj. U ovom slu¢aju je brzina izmjene topline izmedu sloja i

plinova vrS$nog prostora veca kod ulaznog kraja plinova nego kod izlaznog.

Vréni prostor s dobrim Vrini prostor s
mijeSanjem ¢epolikim protokom
Thead Theads
—»
Thead Thead Thead Thead1 Theadz Theads
Thed Thed
Tbea Thea
. Konsta;rl;ma Promjenjiva
= p_-:;gons a o pogonska
= .
® slia = sila
g, 5
= £
v =
Thead = The;:-d
udaljenost udaljenost

Slika 18. Vaznost utjecaja rezima protoka plinova u vr§nom prostoru na prijenos topline i
mase izmedu sloja materijala i plinova u vrSnom prostoru. Prikazana su dva ekstremna
slucaja, uz pretpostavku dobrog stupnja izmijeSanosti sustava. (a) Ako je vrsni prostor dobro
izmijeSan, onda je pogonska sila prijenosa topline jednaka u svim aksijalnim to¢kama bubnja.
(b) Ako je rezim strujanja u vrSnom prostoru ¢epolik, onda se pogonska sila prijenosa topline

smanjuje strujanjem zraka po povrsini sloja materijala (Mitchell 1 sur., 20006).

Stuart (1996) je takoder provodila istrazivanja vezana uz protok plinova u vrSnom
prostoru u bubnju ¢iji je unutarnji promjer iznosio 19 cm, a duljina 85 cm. U pocetku je bio
aeriran zrakom, a kasnije se tijekom 5 minuta u bubanj uvodio ¢isti dusik. Na izlaznom

ventilu sustava postavljen je paramagnetski analizator kisika, te je dobiven oblik krivulje
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odaziva usporedivan s krivuljama Kkoje bi se mogle o¢ekivati pri nekoliko mogucih teorijskih
rezima strujanja. Istrazivanje je ukljucivalo utjecaje faktora poput volumnog protoka (2.7 1 5.0
L/min), koli¢ine supstrata (0, 1 i 2 kg pSeni¢nih mekinja) i 4 brzine rotacije (0, 5, 10 i 50
o/min). U nekim sluc¢ajevima su dobivene krivulje odgovarale rezimu te¢enja u kojem postoji
nekoliko dobro mije$anih podrucja spojenih u seriju (slika 19a), dok su krivulje u drugim
slu¢ajevima odgovarale cepolikom tecenju s aksijalnom disperzijom (slika 19b). Brzina
rotacije bubnja nije utjecala na tip rezima protoka plinova u vrsnom prostoru bubnja. Pri obje
istrazene vrijednosti volumnih protoka je rezim protoka plinova u bubnjevima bez supstrata
odgovarao rezimu koji se javlja kad se unutar vr§nog prostora u bubnjevima nalazi jedno do
dva dobro mijesana podrucja spojena u seriju. Nadalje, u prisutnosti supstrata postojala je
razlika u rezimima protoka plinova pri razli¢itim volumnim protocima. Pri obje vrijednosti
koeficijenta punjenja supstrata i pri volumnom protoku plinova 2.7 L/min krivulja odaziva je
pokazala da u vr§nom prostoru postoji jedno do tri podru¢ja dobrog mijeSanja spojena U
seriju. Krivulja odaziva u bubnju sa protokom od 5.0 L/min odgovarala je ¢epolikom strujanju

s aksijalnom disperzijom.

dobr;\
mijesanje

dobro
i\ mijesanje

mijesanje

YyvyYyYy

Slika 19. U razli¢itim uvjetima, rezim protoka plinova u bubanjskim bioreaktorima moze biti
(Mitchell i sur., 2006):
a) sastavljen od nekoliko dobro mijesanih podrucja spojenih u seriji, ili

(b) Eepoliki protok sa aksijalnom disperzijom.
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Hardin i sur. (2001) su provodili istrazivanje rezima strujanja plinova pomocu
ugljikovog monoksida u bubnju volumena 200 L. Rezimi strujanja su odgovarali sredisSnjem
¢epolikom strujanju, okruzenom vanjskom mrtvom zonom mijesanja (slika 20). Mrtva zona
mijesanja ukljucuje dio plinova vr$nog prostora i sav plin koji se nalazi izmedu cCestica sloja.
U mrtvoj regiji dolazi do dobrog mijeSanja u radijalnom smjeru, ali nema aksijalnog

transporta.

Najveci ucinak na udio koji u bubnju zauzima mrtva zona i na brzinu prijenosa mase
izmedu sloja sa ¢epolikim strujanjem i vanjske mrtve zone imale su prisutnost ili odsutnost
podizaca i povrSinska brzina zraka. PovrSinska brzina zraka definirana je kao omjer volumnog
protoka zraka i povrSine presjeka praznog bubnja. S povecanjem povrSinske brzine zraka bilo
je manje mijesanje izmedu Cepolike 1 mrtve regije, a mrtva zona je zauzela veci udio
volumena plina u bubnju. U usporedbi sa situacijom kada su odsutni podizaci, njihova
prisutnost je dovela do vece izmjene izmedu Eepolikog i mrtvog podruéja pa je mrtva regija

zauzimala mali udio bubnja (slika 20).

¢ Mrtva zona ¢
Zona B IR
¢epolikog
Stmj mja Py P — [ ya—
* Mrtva zona

v

Mrtva zona

vy

<>

Slika 20. Deskriptivni model napravljn prema istrazivanjima koja su provodili Hardin i sur.
(2001) (adaptirano u Mitchell i sur., 2006).

Nazalost, uz sva dosadaSnja istrazivanja ne mogu se izvesti generalni zakljucci o
faktorima koji utjecu na protok plina u vrSnom prostoru bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem.
Do sada je jedino jasno da protok plinova u vr$nom prostoru uvelike ovisi 0 pozicioniranje
ulaznih i izlaznih otvora za plinove i da proto¢na aeracija ne zna¢i nuzno i da je mijeSanje

plinova u vr$nom prostoru bubnja adekvatno (Mitchell i sur., 2006).
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Na temelju ranije navedenih spoznaja i eksperimentalnih podataka dostupnih u literaturi koja
se bavi primjenom rotirajuéih bubanjskih bioreaktora u procesu uzgoja na Cvrstim

supstratima, mogu se donijeti ovi zakljucci:

1. Pri koriStenju bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem bitno je odrediti brzinu rotacije.
Koristenje podizaca nije klju¢no ako je brzina rotacije veca od 10% kriti¢ne brzine, no
takvo rjesenje zahtijeva viSe energije za rotaciju. Pri koriStenju podizaca dovoljne su
male brzine rotacije da bi se ostvario efekt mijesanja.

2. Koristenje zaobljenih podizaca i naginjanje bubnja u odnosu na horizontalan polozaj
potice mijeSanje. Dosadasnja istrazivanja nisu u mogucnosti odrediti optimalni oblik
zaobljenih podizaca, ali je poznato da nagibni kut aksijalne osi bioreaktora ne smije
biti veéi od dinamickog kuta nagiba sloja.

3. Primjena isprekidanog mijesanja najvjerojatnije nec¢e donijeti veliku korist u velikom
mjerilu, a donosi dodatni problem svadanja intercije prilikom pokretanja i
zaustavljanja mijeSanja.

4. Volumni koeficijent punjenja ne bi trebao biti veci od 0,4, tj. trebao bi biti Sto veci a
da pritom pretjerano ne ometa ucinkovitost mijeSanja, Sto se mora odrediti
eksperimentalno za svaku kombinaciju ¢vrste hranjive podloge i mikroorganizma.

5. Saznanja o bioreaktoraima s rotiraju¢im bubnjem joS uvijek su nedovoljna da bi se

moglo re¢i koji je najbolji dizajn mijeSala za taj tip bioreaktora.
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