RAST CELIC V
SARZNEM

BIOPROCESU

Faze rasti v sarznem
bioprocesu

DoloCanje koncentracije
biomase

Kinetika Sarznega procesa



Stopnje biotehnoloskega proceso
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PovecCanje biomase

o Posledica povecanja stevila in velikosti celic
o Poraba hranil za:

o Proizvodnjo energije

o Povecanje mase celic

o Tvorba produkta

substrati + celice — izvencelicni produkti + vec celic

zS+X—>zP+nX




Hitrost rasti biomase
o Avtokatalitska reakcija 1. reda I

e = X

:u=:ug'kd

ry... hitrost rasti biomase [kg/m? h]
u...specificna hitrost rasti [h-']

X... koncentracija biomase [kg/m?3]

Mg... bruto specificna hitrost
rasti [h]

Kg--- hifrost izgube mase na
racun smrti celic ali

_1adN endogenega

Y.L
f o at metabolizma [h-']

N... Stevilo celic
U Specificna hitrost podvojevanja [h]
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Faze rasti v sarznem bioprocesu

o Faza prilagajanja (lag faza): Takoj po 14
inokulaciji je u prakticno nic. Celice se v
tej fazi prilagajajo novemu okolju s 12t
sinfetiziranjem novih encimov ali I
sestavnih delov celic, medtem ko ostane  1wf

njihovo stevilo konstantno. Dolzina te faze
je odvisna od fizioloSkega stanja celic v
vcepku (celice iz eksponentne faze rasti
se hifreje prilagajajo kot celice iz
stacionarne ali celo faze odmiranja) ter >
sprememb glede na predhodno gojenje ‘T
(sestava gojisCa, temperatura...).

Increase of lag, h

Faza pospesene rasti: Koncentracija i ; . ; >,

1 ~ P 1 1 5 10 15 20
blovm(]se chne nOrOSCOTI\ﬁ Cellce Se o(‘onccnlmionofmmsiummlplme.mﬂ
pricno infenzivno razmnozevati. u < ti, .

Vpliv koncentracije Mg?* na
dozino lag faze bakterije
Enterobacter aerogenes




Faze rasti v sarznem bioprocesu

o Eksponentna faza rasti: Mikroorganizmi se
razmnozujejo s konstantno, maksimalno specificno
hitrostjo rasti (u = 14,4

In X, —In X,
l’lmaX - t t
2 1
stacionarna

o faza

limitacija

SUDST

odmiranje
eksponentna

faza

zaCetna "lag" faza/
+ 7




Faze rasti v sarznem bioprocesu

o Faza upocasnjene rasti: Rast se upocasni zaradi
izrabe hranil in/ali nakopicenja metabolitov, ki
zavirajo rast. u < g

o Stacionarna faza rasti: Zaradi pomanjkanja vira l
energije, hranilnih snovi (lahko kisik) ali nakopicenja
zaviralnin metabolitov se mikroorganizem ne more
vec razmnozevati, koncentracija biomase pa
ostane konstantna. Rast biomase se ustavi, u = 0.

Tvorijo se sekundarni metaboliti (= niso vezani na
rast; primarni metaboliti = vezani na rast celic).




Faze rasti v sarznem bioprocesu

o Faza odmiranja: Vedno vec celic odmira ali pa
razpade (liza celic), kar je lahko posledica sinteze
strupenih metabolitov (npr. kislin) ali avtoliticnin

k' ,..konstanta hitrosti odmiranjo [h1]




Stacionarna faza rasti

o Lahko pride do enega ali veC pojavov:
o Celotna masa celic ostane konstantna, toda stevilo zivih celic
pade.
o Pride do lize celic, stevilo zivih celic pade. Nastopi druga
rastna faza, celice izrabljajo prudukte lize (kripticnha rast)

o Mikroorganizmi ne rastejo, a ostanejo zivi zaradi
ohranitvenega metabolizma na racun rezervnih snovi —
endogeni metabolizem.

e = —kd- X

k,... konstanta endogenega metabolizma [h]




Diavksicna rast
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Figure 4.11.  Diauxic growth curve for E. ¢oli on glucose and lactose.
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Sarzni bioproces

o Nestacionarni pogoji
o Snovna bilanca za biomaso:

vy ez dX
dt dt X

Robni pogoji: X=X, t=0; X=X, =t

dX

9A _ X
T

U se s casom v sarznem bioprocesu spreminjal




Rast celic v sarznem Dioprocesu S
tvorbo produkta

o Rast celic Specifi¢na hitrost rasti biomase
L SV o LOX S
dt Kg+3S X dt K +S

o Poraba substrata

dS = X = S X

. = — =
Sodt Y, Ke+S Yy

o Tvorba produkta Specificna hitrost tvorbe produkta
dP 1dP
rp:E:YP/XﬂgX:(aﬂg+ﬂ)X qp X dt YP,x,ug—a,ug+,B




Maksimalna specificha hitrost rasti

0 Umax=T(T, PH. gojisCe), pri doloCenih pogijih je konst

% = n-X Robni pogoji: X=X, 1=0; X=X, t=t
dt

Ce je y konst. in enak p,., ter ob upostevanju robnih pogojev:

X
X=X, e“max't In— = max 1
0 XO H

mikroorganizmi Virusi bakterije  kvasovke nitaste glive
ooy (D7) 3.5 1.4 0,35 0,14




Cas podvojevanja t,

oty, koje X=2X

2% . _In2_0693
XO
mikroorganizmi Virusi bakterije  kvasovke nitaste glive

t,(h) ~0,2 ~0,5 ~2 ~5




Hitrost porabe substrata

o Povezava s hitrostjo rasti biomase

o Ob upostevanju porabe substrata za vzdrzevanje
(poraba energije za sintezo celicnih sestavin,
izmenjava snovi z okolico, gibanje, ...):

I
r,=— v ——m, X

x/s

m.... koeficient vzdrzevanja [h']




|zkoristki

AX

T . Y = — —
o Izkoristek substrata: Vs AS

o Ob koncu sarzne rasti- navidezni izkoristek:
Xz B X1

o Ce je vir C tudi vir energije:

AS = ASZG biomaso +Aszo produkt +Aszo E zarast +Aszo vzdrzevanje

o Za ostale substrate in produkte:
_AMX AP

Yx/02 =

AO, Yois == S




Aernobna

rast bakterij
In kivasovk
olukozi:
=0,4do

a/gin

,=0,9

1.4 9/g

kovita.

erobna
je manj

Yy Yyi0,
Organism Substrate g/g g/mol g/g-C glg
Enterobacter aerogenes Maltose 0.46 149.2 1.03 1.50
Mannitol 0.52 95.2 1.32 1.18
Fructose 0.42 76.1 1.05 1.46
Glucose 0.40 72.7 1.01 1.11
Candida utilis Glucose 0.51 91.8 1.28 132
Penicillium chrysogenum Glucose 043 77.4 1.08 1.35
Pseudomonas fluorescens Glucose 0.38 68.4 0.95 0.85
Rhodopseudomonas spheroides Glucose 0.45 81.0 1.12 1.46
Saccharomyces cerevisiae Glucose 0.50 90.0 125 0.97
Enterobacter aerogenes Ribose 0.35 53.2 0.88 0.98
Succinate 0.25 29.7 0.62 0.62
Glycerol 0.45 41.8 1.16 0.97
Lactate 0.18 16.6 0.46 0.37
Pyruvate 0.20 17.9 0.49 0.48
Acetate 0.18 10.5 0.43 0.31
Candida utilis Acetate 0.36 21.0 0.90 0.70
Pseudomonas fluorescens Acetate 0.28 16.8 0.70 0.46
Candida utilis Ethanol 0.68 31.2 1.30 0.61
Pseudomonas fluorescens Ethanol 0.49 22.5 0.93 0.42
Klebsiella sp. Methanol 0.38 12.2 1.01 0.56
Methylomonas sp. Methanol 0.48 154 1.28 0.53
Pseudomonas sp. Methanol 0.41 13.1 1.09 0.44
Methylococcus sp. Methane 1.01 16.2 1.34 0.29
Pseudomonas sp. Methane 0.80 12.8 1.06 0.20
Pseudomonas sp. Methane 0.60 9.6 0.80 0.19
Pseudomonas methanica Methane 0.56 9.0 0.75 0.17

' Yx,oz is the yield factot relating grams of cells formed per gram of O, consumed.




lzkoristek glukoze

800+

Aerobic

Y glucose = 58.2g mol —*
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Figure 6.5. Aerobic and anaerobic growth yields of Streptococcus faecalis with glucose
as substrate. (With permission, from B, Atkinson and F. Mavituna, Biochemical Engineer-
ing and Biotechnology Handbook, Macmillan, Inc., New York, 1983.)




Hifrost nastajanja produkto

o Produkti, povezani z rastjo (primarni metaboliti)- npr. konstitutivni encimi
r,=opX

o Produkti, nepovezani z rastjo(veliko sekundarnin metabolitov) — npr.
anibiofiki =B X

o Model Luedekinga in Pireta (mesan tip) — med pocCasno rastjo v
stacionarni fazi: mlecna kislina, ksantan, nekateri sekundarni metaboliti

ro= {ap +B) X X
or
=]
Time Time Time
(a) (b) (c)

Figure 6.6. Kinetic patterns of growth and product formation in batch fermentations:
(a) growth-associated product formation, (b) mixed-growth-associated product formation,
and (¢) nongrowth-associated product formation.




Dolocanje hitrosti rasti

o Direktno doloCanje koncentracije celic

o Direktno doloCcanje koncentracije
biomase

o Posredno:

o iz spremljanja sestavnih delov celic
o iz porabe substrata
o iz tvorbe metabolitov
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DoloCcanje
koncentracije celic

o DoloCanje koncentracije biomase

o Neposredno

o Suha snov (DW): odstranitev celic od
gojisca (centrifugiranje, filtriranje preko
membranskih filtrov s premerom por 0,22-
0,45 um), spiranje, susenje, tehtanje

o Prostornina sirnjenih celic (PCV):
centrifugiranje, meritev V (ni natancno)

o Opticna gostota (OD) - furbidimetrija:
merimo motnost razredcenih suspenzij
mikroorganizmov, A med 420 in 660 nm,
ILinearnost meritev le v obmocju do A, =0,3

e, LG 000



Dolocanje koncentracije celic

o DoloCanje koncentracije biomase

o Posredno

o Merjenje intracelularnih komponent: (problem: v Sarznem
procesu se vsebnost spreminja)

o Nukleinske kisline (RNA, DNA)
o Lipidi
o Polisaharidi (PHB)

o Proteini

o Biuretska reakcija: reakcija peptidnih vezi s CuSO,, manj odvisna od
strukture proteinov

o Folin-Lowry: specificno reagira z aromatskimi AK, Sirok spekter
neproteinskih snovi moti reakcijo, 60-krat obcutljivejsa metoda od
biuretske

o Bradfordov reagent: nastane modro obarvan kompleks

OO OO
Lgh

o AIP

d-Luciterin Oxucifern ~ AMP COg




Primerjava razlicnih tehnik merjenja
koncentracije biomase
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Figure 6.3. Typical growth curve for a bacterial population, Note that the phase of
growth (shown here for cell number) depends on the parameter used to monitor growth.
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Vpliv okolja na rast celic i

o femperatura

a0}
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dN / /
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E.coli na razlicnih gojisCih. ToCke so °C.




Vpliv okolja na rast celic

o pH

1.0

0.9

Dimensionless |

Specific
Optimalni pH: Growth [ 3 \
R/ate, & / \‘
m L /

bakterije: pH=3-8 Treaar |
kvasovke: pH=3-6 o3 L ,;“;‘;":‘a”o AW'"'OU' l
Nitaste glive: pH=3-7 sl e f Secton |
Rastlinske celice: pH=5-6 o1k / }
Zivalske celice: 6,5-7,5 0 g s ]
4 9

Sprememba pH med bioprocesom:
Padec: izraba NHj, raztapljanje CO, v vodi, nastajanje organskih kislin...
Narascanje: pretvorba nitratov v NH; deaminacija proteinov




Vpliv okolja na rast celic
o pO, S e

| {200
L © gg (i ! mg! dry w) S or® " . b
O Dry weight, mg . 9, |
- iso & s |
—_ o
I g | |
oh % - 55 [
g 00 2 & '
= - z £ bd | 0 timiti
” Xygen- |mlung
E‘ - E ;_-8-_ o! / region
o 0 & ’ l
ol - 2 w . |
|
1 .' .
k. C' -C)=0TR X g | Cor
Le( -C)= 0 20 40 60 80 100 A
Time. h

Dissolved-oxygen concentration, C,,

Vv (il_? _ kLa (C* _C)V+ r02V Ce je transport kisika limitni dejavnik rasti, je hitrost

porabe enaka hitrosti prenosa v kapljevino:

u, - X X X .
/ug.x —OUR g—:de C -C) _:Yxloszd C -C)

d
o, = 0o, X == Yyo0, dt

x/0,




Nestrukturni
nesegregirani modeli rasti biomase

o Hitrost rasti, omejena s substratom
S

H= U —— Monodov model

K, +S

K... konstanta nasicenja s substratom [kg/m3]

10

mikroorganizem (rod) limitni substrat Ks (9/md)
Saccharomyces glukoza 25

Escherichia glukoza 4,0 = 0,5}

laktoza 20

fosfat 1.6

Aspergillus glukoza 50




Nestrukturni
nesegregirani modeli rasti biomase

o Model z inhibitorji rasti
o Inhibicija s substratom — nekompetitivha

umax
v . uo.S
K S Ce je K» Ke: Mg = =
14— |1+ 1€ \yh K. 9 2
("‘S)(‘FK) KS+S+S/(I

Hg =

o Inhibicija s substratom - kompetitivha

M:
KS(1+ S] +S
K




Modeli z inhibicijo rasti

o Inhibicija s produktom
Nekompetitivna inhibicija s produktom

Kompetitivna inhibicija s produktom

HinaxS

u:
KS(1+ ij+S
K

P




Modeli z inhibicijo rasti

o Inhibicija s strupenimi (toksicnimi) snovmi —kinetika
kot pri encmih

Nekompg’ri’rivnc: Kompetitivha
,Ll — max

o O
(1+&j(1+|—] H= £ I
S Ky KS[1+—]+S

Akompetitivha / upostevanjem celiche smrfi
7

= HraxS 1
K | =X _k
[(1+I/K,)+S](1+K_|) : Ks+S
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Logisticha enacba
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o Enacbe sarznega
bioprocesa

o Zdruzujejo Sarzo rast,
Monodovo kinetiko in
izkoristke

o Niupostevanega
vzdrzevanja celic

0
0

10

Time (hr)

15

20




LogisticCha enacba

Rast biomase

L SV N (1)
dt K +S
|zkoristek substrata
X _Xo =YX/S(SO_S) (2)

Vstavitev S iz enacbe (2) v enacbo (1) dgje:

dX' e (Vx5S0 + Ko — X)
dt (KSYX/S +YX/SSO + Xo o X)

Opise
sigmoidalno
Integracija: / krivuljo rasti

(KsYx /s +YxssSo + Xp) |n(ij KsYyss

In[(YX/SSO + X — X)/YX/SSO]: Hix L

(YX/SSO+XO) XO (YX/SSO+X0)




Rast nitastinh orgdnizmov
o Model — ni omejitev s prenosom snovi

d—R = kID = konst.
dt

R - radij flokule celic, peleta ali kolonije

Hitrost rasti biomase (M) lahko zapisemo kof:

dM , dR )
— = pdaR" — =k p4aR

dt dt
ali L 1/3
Kierje: 7 =k, (3670)
dM )
M = s G




Nitasti organizmi

o Po integraciji dobimo:

31
3 3

o M, je ponavadi zelo majhen, zato:

M oc t?

o Model potrjujejo eksperimentalni podatki.




