
Bioreaktorska 

tehnika 



Fermentacije in biotransformacije  

Biotehnološki procesi (fermentacije): 

 številne katalitske stopnje med substratom in 

produktom 

 

 

Biotransformacije 

 ena ali nekaj zaporednih encimskih reakcij 

 substrati običajno kompleksne organske molekule 

 substrati in produkti imajo podobno kemijsko strukturo 

 



Imobilizacija encimov in celic 

 možnost uporabe 
biokatalizatorjev v kontinuirnih 
procesih, v strnjenih ali 
fluidiziranih slojih 

 boljša stabilnost 

 način oblikovanja produkta 
(npr. imobilizirane proteaze v 
detergentih)  



Tehnike imobilizacije encimov 
 fizikalne interakcije: 

 adsorpcija 

 ionska izmenjava 

 ujetje v gele 

 mikro-enkapsulacija 

 

 
 

 

 

 vodikove vezi,  

 van der Waalsove sile,  

 hidrofobne interakcije,  

 ionske interakcije 



Ujetje v gele in mikro-enkapsulacija  

molekula encima ujeta v polimerno matrico;  

stabilizacija gelov: premreženje z bi- ali polifunkcionalnimi 
spojinami (glutaraldehid) 

Priprava gelov: 

temperaturno kontroliran fazni prehod polimernih raztopin 

(ohlajanje), reverzibilen proces – agar, agaroza, želatina 

• sol-gel postopek (prekurzorji → 

polikondenzacija → koloidna 

suspenzija) 

http://www.sol-gel.com/.html


kemijske interakcije: 

 kovalentno pripetje 

 funkcionalne skupine AK pripete na površino kemijsko 

modificiranega nosilca 

Tehnike imobilizacije encimov 

Lys 

     

Asp 

    

 

  

Glu 

    

 

  

    

 

  

Tyr 

    

 

  

His 

Reagenti za aktivacijo nosilcev: 

•  cianogen bromid (reagira z hidroksilnimi skupinami),  

•  karbodiimidi (aktivirajo karboksilne skupine),  

•  glutaraldehid (zamreževalno sredstvo za amino skupine),  

•  dialdehidi, 3-aminopropil silan itd. 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/04/L-lysine-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/20/Asparagins%C3%A4ure_-_Aspartic_acid.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/ff/Glutamins%C3%A4ure_-_Glutamic_acid.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5c/L-tyrosine-skeletal.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/18/Histidin_-_Histidine.svg


Imobilizacija – kemijske interakcije 

 premreženje 

  

 

• metoda primerna za različne encime 

• CLEA (cross-linked enzyme aggregates)  

• obarjanje (očiščenje!) + zamreženje 

• reaktanti: diamini, glutaraldehid, polielektroliti 



Nosilci 

 naravni materiali: celuloza, 

škrob, agar, agaroza 

 sintetični materiali: polistiren, 

poliakrilamid, poliakrilati 

(PMMA), poliamidi, 

polikarbonat (PC), polietilen-

tereftalat (PET), 

politetrafluoretilen (PTFE), 

polidimetil-siloksan 

(PDMS)… 

 anorganski materiali (steklo, 

kovinski oksidi, kovine, oglje, 

keramika)  

nanoporozen kremen,  

na stene 30-nm pore je preko 

kovalentnega veznega člena 

vezan encim 



Izbor bioreaktorjev 

 
 Bioreaktorji za izvedbo biotransformacij 

 encimski bioreaktorji 

 bioreaktorji za pretvorbe s celotnimi celicami 

 

 Bioreaktorji za izvedbo fermentacij 

 aerobni procesi 

 anaerobni procesi 

 fotosintetski procesi 

 submerzno gojenje 

 gojenje na trdnih gojiščih 

 gojenje živalskih in človeških celic 

 čistilne naprave 

 bioplinarne... 

 

 



Bioreaktorska tehnika 

Komercialno dostopni bioreaktorji: 

 za gojenje tkivnih kultur  

 za enkratno uporabo (iz različnih trdnih polimernih 
materialov)  

 specifično mešanje  

 od 50 do 2000 L  

 

 gojenje mikroorganizmov:  

 do 30.000 L,  

 celotne serije za prenos iz laboratorija v večje merilo  



Bioreaktorji za 

 submerzno gojenje 

 

mešalni bioreaktorji distributorji za pline 

kolona z mehurčki 



Bioreaktorji s trdnim gojiščem 

 



Merilna tehnika za spremljanje 

bioprocesov 
 komercialno dostopni visoko selektivni merilni sistemi 

 ekstracelularnih komponent  

 intracelularnih komponent   

 hlapnih organskih spojin 

 biomasa: 

 optična gostota  

 (di)električne lastnosti 

 filtracijske karakteristike 

 pretočna citometrija 

 problemi pri uporabi razvitih in situ senzorskih sistemov 

v bioprocesništvu  
 zahteve po aseptičnih pogojih,  

 veliko število analitov, lezenje,  

 pogosto majhen fiziološki pomen meritev 

 



Razvoj bioreaktorske tehnike 

• laboratorijsko merilo: 

– erlenmajerice in petrijevke od konca 19. stoletja 

– mikrotitrske plošče od 1980 

– mikroreaktorska tehnologija: v zadnjem desetletju 

 

• industrijski procesi 

– razvoj manjših in prilagodljivejših proizvodnih 
sistemov 

– bolj učinkovito spremljanje procesov 



 Analiza kemijskih spojin 

 analiza proteinov 

 analiza nukleinskih kislin 

 

 Študij kinetike encimskih reakcij 

 aktivnost in stabilnost encimov  

 hitro presejanje novih biokatalizatorjev in njihovih 
substratov 

 

 Biotransformacije v mikroreaktorjih 

 homogena in heterogena biokataliza 

Lab-on-Chip iz stekla in polimera za 

pomnoževanje in analizo DNA 

Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 

http://www.micronano.ethz.ch/silva_ethz/ETH/mavt/micronano/micronano/gallery/BAIKER_Fabrication_of_Si-glass_microreactors?hires


Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 

 
 močan trend bioprocesne industrije  

 inovativne poti za prihranek časa, dela in materiala  

 zmanjševanje naprav v zgodnjih fazah razvoja 

procesa 

 selekcija organizmov  

 optimizacija gojišč 

 definiranje pogojev procesa  

 tradicionalna uporaba erlenmajeric  

 zelo slaba ponovljivost 

 neprimerljivost z mešalnimi reaktorji  

 slabo mešanje in prenos plinov v kapljevino   



Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 

 
Mikrotitrske plošče – iz kombinatorne kemije 

 zelo hitra izvedba bistveno večjega števila 

vzporednih poskusov ob manjši porabi kemikalij 

 avtomatizirano neodvisno spremljanje in kontrola 

posameznih miniaturiziranih reaktorjev (vdolbinic) 

 optične meritve biomase 

 pH 

 pO2 

 fluorescenca   



Mikroreaktorska tehnologija 

Mikroreaktor s kanalom, jedkanim s HF. 

Dolžina kanala je 332 mm; širina 50 µm; 

globina 220 µm  

Lab-on-chip sistem: Agilent Technologies 

Mikroreaktor: miniaturiziran reakcijski sistem, izdelan z metodami 
mikrotehnologije, ki imajo vsaj eno od dimenzij manjšo od milimetra, 

običajno pa so njihove prostornine v sub-mililitrskem območju 

Micronit Microfluidics BV 

Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 
 



Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 

 
Prednosti: 

 majhna poraba kemikalij  

 zelo učinkovit prenos toplote in snovi kot posledica 

visokega razmerja A/V 

 običajno laminarni tokovni režimi v pretočnih 

sistemih, ki omogočajo lažji nadzor procesnih 

pogojev 

 možna integracija procesov (lab-on-a-chip) 

 nov koncept postavitve proizvodnje na osnovi 

povečanja števila enot (numbering-up) namesto 

klasičnega povečevanja (scale-up)  

http://images.google.si/imgres?imgurl=http://oregonstate.edu/dept/ncs/photos/microreactor.jpg&imgrefurl=http://oregonstate.edu/dept/ncs/photos.html&usg=__wg6wEUlpogXVjoBoAfuWIlsYsIs=&h=1043&w=1600&sz=982&hl=sl&start=9&um=1&tbnid=CcNRZxyc3X-YRM:&tbnh=98&tbnw=150&prev=/images%3Fq%3Dmicroreactor%2Bmaterials%26hl%3Dsl%26rlz%3D1W1ADBR_en%26sa%3DN%26um%3D1


Poenostavljena primerjava “scale-up” z 

“numbering-up” koceptom povečanja kapacitete 

Laboratorij 
Pilotski obrat 

Visoko-količinska proizvodnja 

Kompleksna 

in draga 

povečava  

obrata 

Scale-up 

MIKROREAKTOR 

Skupina 

mikroreaktorjev 

Numbering-up 

Enostavno in poceni povečevanje enot 

kapaciteta 5 vzporedno povezanih mikroreaktorjev: 

300.000 ton /leto 



Miniaturizacija bioreaktorske tehnike 

 
Mikrobioreaktorji za gojenje celic 

 1994 – Švicarski Zvezni inštitut za tehnologijo - Skupina 

biologov za raziskave vesolja 

 po letu 2000:  

 številne skupine po svetu razvijajo mikrobioreaktorje 

N. Szita, P. Boccazzi, Z. Zhang, P. Boyle, A. J. Sinskey, K. F. Jensen, Lab Chip, 2005, 5, 819–826 

Z. Zhang, N. Szita, P. Boccazzi, 

A. J. Sinskey, K. F. Jensen, Biotechnol. Bioeng., 2006, 93, 286-296  



Merilna tehnika za spremljanje 

bioprocesov 
 komercialno dostopni visoko selektivni merilni sistemi 

 ekstracelularnih komponent  

 intracelularnih komponent   

 hlapnih organskih spojin 

 biomasa: 

 optična gostota  

 (di)električne lastnosti 

 filtracijske karakteristike 

 pretočna citometrija 

 problemi pri uporabi razvitih in situ senzorskih sistemov 

v bioprocesništvu  
 zahteve po aseptičnih pogojih,  

 veliko število analitov, lezenje,  

 pogosto majhen fiziološki pomen meritev 

 



MEŠANJE 

Hidrodinamska operacija: 

 doseganje enotne sestave in temperature medija 

 pospešitev prenosa hranil in metabolnih produktov 

 hitrejši prenos toplote 

 suspendiranje trdnih delcev  

 dispergiranje tekočine v tekočini (dodatki 
protipenilca) 

 

ter pri aerobnih procesih: 

 dispergiranje plinske faze v tekočini 

 pospešitev prenosa kisika iz mehurčkov v tekočino  

http://www.bakker.org/cfm/bt6.jpg


MEŠALNI BIOREAKTOR 



MEŠALA 

 diskaste turbine (visoke strižne 

sile) 

 

 

Rushtonova  

turbina 

 

 

 propeler 

 

turbina z  

nagnjenimi 

lopaticami 

 

 vijačno 

mešalo 



MEŠALA 

 

veslasto mešalo 

sidrasto mešalo propeler turbina s 6 lopaticami 

vijačno mešalo sidrasto mešalo z zaporo 

V
is

k
o

z
n

o
s
t 
(m

P
a

s
) 



Mešala – radialni tok 

Intermig 

Rushtonova turbina 
SCABA 6SRGT ali Chemineer CD-6 

        Chemineer BT-6                                     Narcissus 



PREGRADE 

preprečujejo tvorbo lijaka 

a 

b 

c 



TOKOVNI PROFILI 

 radialni tok kapljevine 

 Rushtonova turbina 

 

 

 aksialni tok kapljevine  

 propeler 
 

 



NAČRTOVANJE MEŠANJA 

 izbor ustreznega mešala 

 pogoji mešanja: 

 majhna poraba energije za učinkovito mešanje 

   

    E = P · tm 

moč za mešanje čas pomešanja 



    Mešanje 

  Mehansko mešanje:  

   Zunanja sila premaguje napetosti v sami kapljevini    

   P = M . w = (F . R) . (2 . p . N) 

Glede na agregatna stanja 

S stališča moči 

Časov pomešanja 

Tokovni modeli 

P:  moč (W) 

M: navor (kgm2/s2 = Nm) 

w:  kotna hitrost (s-1) 

N:  vrtilna hitrost mešala (s-1) 

F:  sila (N)   

R:  ročica (m) 

 



 neprezračevan sistem: 

 

 

 

 

 

 pregrade, enofazni sistem: Po = f (Re) 

P = Po  N3 D5  

ŠTEVILO MOČI: Po = f (Re, Fr, We)  

 

 

gravitacijske sile 

površinske 

sile 

VNOS MOČI V 

BIOREAKTORJIH Z MEŠALOM 



VNOS MOČI V BIOREAKTORJIH 

Z MEŠALOM 

 Prezračevan sistem 



FUNKCIJA MOČI Po = f (Re) 

 

P0 = 5 

P0=K/Re 

laminarno turbulentno 



ČAS POMEŠANJA tm 

 čas, ki je potreben, da dosežemo določeno stopnjo 

homogenosti 

 odvisen od naših zahtev pomešanja in od 

natančnosti določitve homogenosti medija 

 lokalna nehomogenost: 

 
CoC

tCC
i






t = 0: največja nehomogenost, i = 1 

t =  : doseženo ravnotežje, i = 0  

Čase pomešanja običajno določimo pri 90-99% homogenosti 

(0,1  i  0,01) 



ČAS POMEŠANJA tm 

 odvisen od velikosti in geometrije sistema, 

intezivnosti mešanja in lastnosti brozge  

 

tm = f (N, D, ρ, η) = f (Re) 

 

vrtilna  

hitrost  

[s-1] 
premer 

mešala  

[m] 

gostota 

brozge  

[kg/m3] 

dinamična 

viskoznost  

[Pa s] 



METODE DOLOČANJA tm 

 električna prevodnost 

 pH  

 temperatura 

 fluorescenca 

 magnetne lastnosti  

 radioaktivnost 

 obarvanje ali razbarvanje tekočine  

 (omogoča vizualizacijo mirujočih con) 



DOLOČANJE tm 

 



Zračenje v mešalnem reaktorju 

N ... vrtilna hitrost mešala [s-1] 

QG ... pretok zraka [m3/s] 

G ... delež zraka 



STOLPNI REAKTOR 

tokovni režimi v stolpnem reaktorju 



Sproščanje toplote pri reakcijah 

Pri reakciji sproščena ali absorbirana toplota je enaka razliki 
entalpij reaktantov in produktov:  

Toplota zgorevanja: 

Standardna toplota zgorevanja (pri 25C, 1 atm):  

Dogovor:              za produkte oksidacij, kot so CO2 (g), N2, H2O (l),  
za ostale produkte je vselej 

Standardna toplota reakcije:  





Naloga 

 Izračunajte standardno energijo reakcije za tvorbo 
fumarne kisline iz jabolčne kisline. 

 Reakcija:  

  

 C4H6O5              C4H4O4 + H2O 

 

fumaraza 

fumaraza 

Odgovor:  

Toplota se absorbira – reakcija je endotermna. 

jabočna kislina fumarna kislina 



Toplota reakcije pri 

nestandardnih pogojih 
  reakcija   A+B        C+D 

 

 

 

 

 

 

 Primer: C6H12O6 +6 O2                6 CO2 + 6 H2O 

Razliko lahko zanemarimo 



Toplota reakcije za procese s 

proizvodnjo biomase 
Termodinamika rasti celic: 

 CwHxOyNz + a O2 + b HgOhNi                c CHON + d CO2 + e H2O 

 

 

 

Vsebnost energije organskih spojin je sorazmerna njihovi stopnji 
redukcije: 

 

vir dušika suha biomasa substrat 

q..... Energija sproščena na mol prostih elektronov 

......stopnja redukcije spojine glede na N2 

xC.....število atomov C v molekuli 

q = 115 kJ/mol 

Številne kemijske in biokemijske spojine, tudi biomasa: 



Toplota reakcije s kisikom kot 

akceptorjem e- 

Ker je stopnja redukcije neposredno povezana s količino kisika, potrebnega 
za popolno zgorenje, sta tudi           in        sorazmerna porabi O2. 



Toplota reakcije z drugimi 

akceptorji e- 

CwHxOyNz + b HgOhNi                c CHON + d CO2 + e H2O + f CjHkOlNm 

 

Če je vir N NH3: 



Naloga 

Bioreaktor prostornine 150 m3, kjer proizvajamo 
biomaso iz glukoze, deluje pri 35 C. Kultura porablja 
kisik s hitrostjo 1,5 kg/m3h; mešalo oddaja 1 kW/m3 

energije. Hladilna voda iz bližnje reke, ki ima 10 C, 
prehaja skozi notranjo cev v fermentorju s hitrostjo 60 
m3/h. Če sistem deluje v stacionarnem stanju in če ni 
izparevanja, kakšna je temperatura vode na izstopu?  

cp vode = 4190 J/kg K   oz.   75,4 J/mol K 
 
 vode = 1000 kg/m3 



Scale-up 

 


