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1. Uvod

Biotehnologija

Evropska zveza za biotehnologijo (1981):

Biotehnologija je uporaba bioloskih

(mikroorganizmov, zivalskih in rastlinskih
njihovih delov) \' bioindustriji (pr
farmacevtskl kemijski in kmetijski) in za zas¢1

(biologija in kemija) in tehnicnih (kemljsk
elektrotehnika in strojnistvo) znanosti.

Biotehnologija ni znanost, temvec multldlsmplmar-ng '
podrocje dela. .




Bioreakcijska tehnika

BIOLOGIJA KEMIJA
BIOKEMIJA
BIOTEHNOLOGIJA
BIOKEMIJSKA KEMIJSKA

TEHNIKA TEHNIKA

TEHNIKA




From its very beginning some 50 years ago, modg' @
biotechnology was an interdisciplinary endeayour
requiring knowledge, methods and expertise from figlds]
such as biochemistry, genetics, chemistry, come
science and chemical engineering. With the advent-ic
recombinant DNA technology exciting new tools -1:
opportunities became available. The bloc '
engineering community has responded well e
revolution. A new breed of biochemical eng -/

working with colleagues from other disciplinés, thds
successfully implemented many new discoveri¢s fin o:
manufacturing processes. . .. !

s t
VIR: . A

'L

W.S. Hu, J.R. Swartz, Biochemical Engineering Fundamentals: Th"e."

Foundation of Our Profession. Editorial, Biotechnol.Prog., 14'(1998)
r,‘
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2. Osnovni pojmi biokemije

ZIVE CELICE

Kje se nahajajo? l

Skoraj povsod, tudi v ekstremnih okolisCinah

Kako jih delimo?/1\

Prokariontske celice

v

Eukariontske celice

Virusi

o .':j._ ..
-‘ ]



ZIVE CELICE

Kako so sestavljene? l

METABOLITI V OBLIKI ANORG. SNOVI: K*, Ca*, Na*,SO,%, NH,*,PO,*

3%

METABOLICNI INTERMEDIATI (acetati, piruvati) in VITAMINI

[ Lﬂ/




ZIVE CELICE

Kako delujejo? l

Celicne makromolekule delujejo le ob primerni ;

(jedra, ribosoma, plazme...) in deluje le v spe
mikrookolju. Vse celicne reakcije so zelo kompleks
usmerjeno delujoce. Kljub tej kompleksnostis,
razumevanje  bioloSkih  sistemov  poenostavimo
analiziranjem sistema na vec nivojih: y

« CELICNEM (celi¢na biologija, m|krob|ologua)
- POPULACIJSKEM (mikrobiologija, ekologija)
 PROIZVODNEM (bioprocesna tehnika)




Znacilnosti bioloskih snovi:

» zelo obcutljive

« fizikalni pogoiji: pH okoli 7
temperatura, T = 20-50°C
normalni tlak
razredcene, najveckrat vodne ra

Esherichia coli Protein Biokatalizator
glukoza izomeraza’






Bioproces

o r
a) Prokariontska celica b) Eukariontska celica : o :
bakterijska celica, enostavna (nima celice gljiv, rastlinske in- ivgs e »
oblikovanega jedra, majhna (0,5-3um) celice, kompleksna sestava, 5-10 X
vedje. 7SR i

¥ o



Pretok substrata skozi celico

produkti

A

prmzwdnja

E vzdrZevanje

rast

w

substrat




.."f
Bioproces f;’_}f /
¥ F
N
Toplota [ 1

Kemijski e g ‘;fl 1
substrat Kemijski ‘ \

S produkt l ¥ 1

P 1 3 l

Nove celice

14
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BIOPROCES

cten

S

C,H,+0,+NADH+H" - C,H,0+H,0+NAD"
0,33C,H, + 0,330, + NAD™ - 0,67CO, + NADH+ H*

0,67H,0 + 0,33FAD™ — 0,33H" + 0,33FADH

1,33C,H, + 1,330, + 0,33FAD" - C,;H,0+0,33H,0+0,67CO, + 0,33H" + 0,33FADH

1
<o epoksid

Yps = 0,75 mol mol 1= 1,18 kg kg!




Bioproces je vsak proces, pri katerem biolosSki materia
nastaja oziroma se ta material uporabi za nastanek neke

druge snovi. .

* . 5
'- -
3
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Celi¢ni metabolizem:

prihaja do nastanka dolocenih produktov (primarni
sekundarni metaboliti)




Celi¢ni metabolizem

Primarni metaboliti

Sekundarni metaboliti

Kon¢ni produkti metabolizma

Etanol

Aceton
Butanol
Mlecéna Kislina
2,3-butanol

Produkti, katerih vloga je za
metabolizem nepoznana

Antibiotiki
Mikotoksini
Pigmenti

Snovi, pomembne za rast
Amino kisline
Vitamini
Nukleozidi




Biotransformacije-BiokatalitiCni procesi §/

W W W

pre¢iS¢eni encim

Substrat (R) > Produkt (P)

Substrat (R) S s Produkt (P)|4:

& | A
L :f i Ei\:

St "
[ K |
; . 'I\:
s
20" A



Fermentacije-MikrobioloSki procesi-Biosinte,,i 4

biomasa

Substrat (R) > Biomasa + Produkt (P)/ [ 4 ¢

Substrat (R) blomass _, Bjomasa + Produkti ra !1 ic
(CO2, H2Q)5'GH4

3




o ° LX) ° o0 i ("f
Pomembne gonilne sile kemijske biotehnologije ;:f /

IF L

"

Major Forces Driving Chemical Biotechnology

New Products “Discovery” or Basic Research
(Societal Pressures) (Technological Pressures)
- Health Genetic Engineering
Glucometer, Analysis Site-directed Mutagenesis
TPA, Epogen - Combinatorial / Phage Display
- Commuodity - Combinatorial Chemistry and Bineatalysis
Soaps and Detergents -PCR
Whey - Fusion Proteins
Biodegradable plastics = S}rum}rme.c,f Abz}ums,f Mewzymes
- Metabolic Engineering

Environmental Profits /Cost Reduction
(Regulatory & Legal (Business Pressures)
Pressures) - Bioseparations
- “Green Chemistry”
- Energy

- Greenhouse Effect




Posebne znacilnosti bioprocesov

REAKCIJSKA ZMES - reologija ¥

- . v B A .
- fenomen rasti bioloskegay .

materiala 3
- majhna mehanska staj 1ln
- temperaturna obCutlpiyost4

POGOJI DELA - sterilnost

- dovod kisika 5 3
MERJENJE IN REGULACIJA - posebni senzorji f'; NS
P i Y

3% 50

OBDELAVA BIOPRODUKTA - lo¢evanje biomase 2. {i’ '_':.

- odpiranje celice % #'.7 . j\
L r‘ y
23 %



Posebnosti bioloskih sestavin so
privedle do velikih razlik med
kemijsko in biokemijsko tehniko.




KEMIJSKA TEHNIKA

Prenos snovi in toplote
Kemijska reakcijska kinetika
Mehanicni in toplotni separa-

cijski procesi

Teorija modelov-teorija
podobnosti

BIOKEMIJSKA TEHNIKA

Sterilizacija

Biokemijska reakcijska kine-
tika

Posebni separacijski procesi
(membranski procesi,
ekstrakcija v dveh vodnih
fazah, afinitetna kromato-
grafija)

Imobilizacija bioloskih snovi

Specialni senzorji

Razlike med kemijsko in biokemijsko tehniko




Biokemijska tehnika je uporaba
tehnoloskih principov pri bioloskih in
kemijskih procesih in v tem kontekstu
jo lahko podobno kot biokemijo ali

mikrobiologijo smatramo za posebno |

znanstveno disciplino.




Podrocja biokemijske tehnike

Priprava substrata
(UPSTREAM PROCESSING)

Biopresnova
(BIOREAKCIJSKA TEHNIKA)

Obdelava produkta
(DOWNSTREAM PROCESSING)




Priprava substrata

OPTIMIRANJE SESTAVE MEDIJA
(energetski izvori, izvor ogljika, anorganski dusik, soli,
amino kisline, vitamini...)

STERILIZACIJA MEDIJA
(kontinuirna sterilizacija)

28



Bioreakcijska tehnika

BIOREAKCIJSKA KINETIKA
Hitrost reakcije

Vpliv substrata in produkta
Reakcijska termodinamika
Biokataliza

BIOREAKTORIJI

Razvoj bioreaktorjev

Sterilnost

Nacin i1zvajanja reakcije

Prenos snovi (kisik) in toplote
Reologija in mehanska odpornost

MERJENIJE, REGULACIJA IN VODENIJE
Razvoj senzorjev
Matemati¢no modeliranje




Obdelava produkta - podrobno

BIOREACTOR

Irtr ac el lulars Extracellular
Produe: ts Products
CELL MARVESTING ‘ '
* Carrifugatcn BIOMASS REMOVAL
* Wi crof racn .
W 1 Fillran
* Uliratitration = _.::II;III:II:IT_J;I; on
* Miachiliraton
* Lmralibralion
CELL SRUPTION # Presss Eillraiion
* Homogenization * Carglls Fillration
* Bead Miling *F n
* Cumolic Shiock A J
FRODUCT EXTRACTION BY
' Bqueaus Two-Phasss
* Cuganic Solvents
CELL DEBRIS REMOWVAL ' Expancied Bed Acsorplion &
" Caririfugataon “ Batch Acsoepition
* Microfiiraton ' Supsarcilical Flukds
* Uacaipm Fileatiom * Reverse Micell=s
* Prass Filtration ' Extrachve Dislilaton
S ) — - :
+ Y
- (i CONCENTRATION
1
* Ustrafikration
Y * Evaporaban
por
FEMATURATION ' Reverse Osmosis
* Dissoluton * Preapiiabon
* Refoicding ' Crystalization
* Extraction
" Audsomition
* Dasitill alion
High Pusrity { Low Puritty
Required Required ¢
FIMAL PURIFICATION DERYDRATION OR

* Chromatography (Aftny

Size Exclusion, efic |
* Dusfillration
* Electrodiatysm
* Electraphor=ss

Reyemad Phase, lon Excharge,

For Salid

SOLVENT REMOVAL

Final Form

* Spray Dryng

= Frr-HQ-q Dl Wi

* Tray Orying

* Flud Bed Drying
* Crum Drairg




Kemijska reakcijska tehnika

je znanstvena disciplina, ki preucuje kemijske proges
kemijskih reaktorjih s ciljem industrijske proizv
proizvodov, ki so nastali izklju¢no na osnovi ke
(kataliziranih) reakc.




Bioreakcijska tehnika

je znanstvena disciplina, ki preucuje bioprocese v
bioreaktorjih s ciljem industrijske proizvodnje proiz
ki so bioprodukti in se deli na:

e ey

ENCIMSKO REAKCIJSKO TEHNIKO MIKROBIOLOSKO REAKCIJ SKg ]

Znanstvena disciplina, ki preucuje biokemijske Znanstvena disciplina, ki preucuje biol

procese v encimskih reaktorjih s ciljem industrijske bioreaktorjih (fermentorjih) s ciljem i us
proizvodnje proizvodov, ki so produkti biokatalizi- proizvodnje proizvodov, ki so primarni, allﬁeku
ranih reakcij. metaboliti bioloSkih procesov.



Bioreaktor

360 kg/d proteinov

0,12 kg/d proteinov



Razdelitev biokemijske tehnike

Jf
ot P
FERMENTACIJSKI PROCESI BIOKATALITICNI PROCESI PROCESI ZA ZASCITO OKOLJA
PROCESNI POGOJI: PROCESNI POGOJI: PROCESNI POGOJI:
CELICA: IZOLIRAN ENCIM ALI CELICA:
ENCIM V CELICI:

PROCESNA NAPRAVA: PROCESNA NAPRAVA: PROCESNA NAPRAVA:

# & :EI ‘ lt -

.' ‘*i- E']
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Bioreaktor b




Reaktor-bioreaktor




Reaktor

Cevni reaktor

CSTR/sarzni reaktor



Bioreaktor

Science needs
standards
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Bioreaktor




Bioreaktor




Bioreaktor
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3. Bioreakcijska kinetika

encimi, encimski kompleksi \ celi€ne organele, cele celice

KATALIZIRANE REAKCIJE rast
ner
rast celic \
AVTOKATALIZIRANE REAKCIJE ﬁ> kit
pr

>
Potek katalizirane reakcije opisemo s proizvodno-ticf '
izkoristkom. T




Osnovna reakcijska teorija

Do kod?

Reakcijska termodinamika
Dva osnovna dela: < : 1

Reakcijska kinetika

A
T

Kako ety 4 {

hitro? . » JI N,
1 2d$»Y
3. S A
: *‘_i- i.-.': <
AN



Reakcijska termodinamika

Reverzibilna reakcija: A+ bB = yY + zZ

L ]

y Z
Cy.C
_ Yr~Zr
K = b
CArCBr
~AG?
InK = r
RT

ravnotezje

/AGzAH—TAS
\




VPLIV TEMPERATURE NA IZOMERIZACIJQ/
GLUKOZE /]

Glukozo izomerazo uporabljamo za proizvodnjo fruktoznega sirup &

Reakcija je:
glukoza &= fruktoza
= 5,73 kd/mol
ASO = 0,0176 kJ/(mol K)

a) lzraCunajte ravnotezni konstanti za reakcijo pri T =50 °C in
=50 o

. ‘#\,

b) Proizvajalec zeli razviti bolj sladko mesanico sladkorjev, toréh
koncentracijo fruktoze. Glede na ravnotezje, ali bi bilo ugodneje
izvesti reakcijo pri 50 °C ali pri 75 °C? .




Resitev:

a) T=323,15K  R=8,3144 103
T = 348,15 K S A
5,73 kJmol” 0,0176 kJimol|
_|_ .
(8,3144 10° )kJmol" (323,15K) ~ 8,3144 10" kKImol.

K (50 °C) = 0,98

In K (50 °C)=

Podobno izraGunamo za 75 °C: J!_ f | /
¢ y of

K (75°C) = i 2 110) 0,0176 KJm 'f 1 ]
(8.3144 10° )kJmol " (348 15K) 8 31441@;5;|QJ;,}10| K’ ]

K(75 OC) =1 15 o # ?{ !.\'IIIET

"W o

b) V|d|mo daz narascanjem K, raste delez fruktoze v ravnot zm({ \
1.

4 V|d|ka ravnotezja). Sicer pa lahko pri visji temperaturi prlde do , :
deaktivacije encima. 2 e .il\

56



Izkoristek reakcije

Sicer vecl definicij; splosno: koliCina nastalega produkta
glede na koliCino porabljenega reaktanta

Teoreticni izkoristek:

Encimska reakcija, katalizirana z encimom histidaz
L-histidin —sec¢na kislina + NH; = ¥ =1 mol/m

Prakticni izkoristek:

Vzporedno: encim histidin dekarboksilaza:
L-histidin — histamin + CO,

3
Nastane: i -.(:; -
1 mol kisline in 1 mol histamina iz 2 molov 1-histid;j’na ]

gt ..

(- 1
L
I B

Y = 0,5 mol/mol 57 °e
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- RAVNOTEZNA ENCIMSKA REAKCIJA

Encim katalizira reakcijo: A—— B

V ravnotezju reakcijska mesanica vsebuje 63 % (mn

a) Dolocite ravnotezno konstanto.
b) Kaksen je bruto izkoristek B glede na A, Ce reakm
zaCne samo z reaktantom A?




Resitev:

a)K . Cr

CAr

Ce vzamemo za osnovo 1 mol/L, sta c,, in cg, €
mol/L in 0,37 mol/L in K = 0,59.

b) |z stehiometrije sledi, da je teoretiCni izkoriste

glede na A 1 mol/mol. Bruto izkoristek je 0,37/1 -r:
mol/mol.




Hitrost reakcije (proizvodnost)

Kako merimo hitrost reakcije? Hitrost presnove npr. '-"“L, '
reaktanta A 20
aA+bB =— yY +zZ :

lzhajamo iz splosne snovne bilance za sistem v
nestacionarnem stanju:

dm e
E = Gy — Y9mi T Ton — rmp :ir'
dm, . g y

df Av Ai Ap




Za zaprti sistem velja: g,, = g, = 0, torej:

rA:-dmA: /Z

ds oziroma analogno za komponente B, Y i ’

1. Volumska hitrost (hitrost na enoto volumna)
1 dm
Fy, = — - th :>kg/(m3s) oz. Ce je V' = konst.

3. Specificna hitrost (hitrost na koliCino encima)

1 .1 |dm
Tp = —[mE ahmxj th > kgl(kg celic s)




Reakcijska kinetika

% zveza med hitrostjo reakcije in pogoji, Ki jo dcgi' _*aj |

(koncentracija, temperatura, tlak...)

U

Zvezo opisemo s kinetichimi enacbami (doloCimo

Za splosno ireverzibilno reakcijo: aA + bB
obiCajno (a ne vedno) velja:

=

Tl a_b
= heNCh

?I

k . &
Kinetiéni model doloéamo na osnovi eksperimentalnih F_ner!é;! A

o
aY

'

‘od‘ﬂ :

[}

[
s @
- »

€

C

63 %
.-l'
o




Vpliv temperature na hitrost reakcije

Arrheniusov zakon:

k_k e—E/RT
— 70
Ink = Ink, — =
RT

&




Doloéanje hitrosti reakcije iz eksperimental

podatkov

Vecina bioloskih reakcij poteka v zaprtih sistemih.

el

Volumska hitrost reakcije: ["a =— dr

Risemo:

1. graf Gt f (t) I:> padajOéa funkCija
2. tangente na krivuljo




"-.l

J-‘ A . | _‘ g
SRy :.s 3 jv"" R
=~ LI‘" "‘P B 10

Slope of tangent =
reaction rate at ¢




Metoda enakih povrsin

Primer uporabe metode: Poraba kisika pri reakciji z -

imobiliziranimi celicami

t/min  c,/ppm Ac, At Ac,/ At dc,/de
0,0 8,00 -0,59
1,0 7,55 -0,45 1,0 -0,45 -0,38
2,0 7,22 -0,33 1,0 -0,33 -0,29
3,0 6,96 -0,26 1,0 -0,26 -0,23
4,0 6,76 -0,20 1,0 -0,20 -0,18
5,0 6,61 -0,15 1,0 -0,15 -0,14
6,0 6,49 -0,12 1,0 -0,12 -0,11
8,0 6,33 -0,16 2,0 -0,08 -0,06

10,0 6,25 -0,08 2,0 -0,04 -0,02




Postopek:

1)

28

St

4.

|zpiSemo vrednosti za Ac, in At za vsak Casovni interval.

|lzracunamo povprecno porabo kisika, Ac,/ At za vsak casovni
interval.

NariSemo Ac,/ At na linearno skalo. Za vsak Casovni interval
nariSemo vodoravno Crto, ki ponazarja Ac,/ At za ta interval.

NariSemo zvezno krivuljo, ki seka vodoravne Crte tako, da
oznacene povrsine nad in pod krivuljo enake za vsak Casovn
interval. Tako dobljena krivulja daje vrednosti dc,/ d¢ za vse |
toCke. Rezultate za dc,/ At za vsak Cas vzorCenja lahko odCitamo
iz krivulje. (e
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Hitrost (proizvodnost) bioreakcije:

"%

- je neodvisna od koli€ine snovi

- je definirana kot sprememba mnozine/mase v Cagsov ;

enoti. !
on 1 o3
- je opisana s KINETICNIM MODELOM. i A
‘.‘ »
e AR A
: 4--
. :{; .



Kineti¢ni model

Cemu so kinetiéni modeli potrebni?]

Za oceno
volumna
reaktorja

Za oceno
presnove v
reaktorju

Za posplositev
obnasanja
procesa

Za oceno
procesnih
spremenljivk in
parametrov

Za simulacijo

procesa procesnih

pogojev

Za optimiranje




Razvoj kinetiénega modela

1. Izbira model[a>
2. Preverjanje veljavnosti m@

3. PosploSevanje mo@




Izbira najboljSega modela

Analiza napake:

N = Stevilo eksperimentalnih toCk
k = stevilo parametrov, ki jin ocenjujemo




Izbira najboljSega modela
Kriteriji za izbiro:

/\/

NajenostavnejsSi model
z dopustno napako

/\/
/\/

NajmanjSe Stevilo parametrov

Model, razvit na osnovi :
mehanizma reakcije e




Splosna reakcijska kinetika za bioloske siste g" e

Kinetika bioloskih reakcij:

A4 N

0. red 1. red

kombinacija obenh:

Monodova kinetika

Michaelis-Mentenova kinetika k :‘{4 _;\:
of %
" # A

Vv e




Kinetika 0. reda

Hitrost reakcije je neodvisna od koncentracije reaktanta

|

ra = kg

Za encimske ali celiCne reakcije

|

ko=ky' ce ali ko= ky" cx




RiSemo graf c, = f(¢) )

Chn = j—rAdt = Cpp —

kot‘ )

[s

r..{ N
Premica z naklonom (—k,) | :f\'

5
i
L ]
]
L
'



- KINETIKA PORABE KISIKA

Bakterijo Serratia marcescens vzgajamo v minimalnem "
Spremljamo
koncentraciji celic, ¢, = 22, 7 g/L (glede na suho snov).

majhnem

fermentorju.

porabo

kisika'

t/ min

0

2

5

10

12

ca/(mmol/L)

0,25

0,23

0,21

0,2

0,18

0,16

a) Dolocite konstanto proizvodnosti za porabo kisika
b) KakSna je konstanta proizvodnosti, ¢e koncentr
znizamo na ¢, = 12 g/L?

. NN

Cl

!




Resitev: ! 'O
a) Znano je, da je mikrobioloSka poraba kisika po Celo 2m
koncentracijskem obmocju nad ¢, rit 0. reda. Za .& iranje

Izmerjenih podatkov z modelom, narisemo odvisnost:
koncentracije kisika od Casa.

0.3

o
I |
/
|
L]
L
o
| I—

% \ - . 1
*lds . j’_
§ 0.1 4 - & L
5 . y {
§ k il :
. . o ... L °
M 5 10 15 L ';' r
Time (min) :- "' A »
=- "ot e ': .
Slika 2.4: Kineti¢na analiza porabe kisika. ~ » « * -l\_
[



b) Za celice iste starosti, ki jih vzgajamo pod istimi
sledi iz enacbe k, = k;" ¢x , da je k, direktno sora
Stevilu celic. Torej, pri koncentraciji celic, ¢y = 12 g/L |

12 gL

£ .
)= (6,7x10° mmolL'min") = 3,5x10° mmoll!
22,7 gL .




Kinetika 1. reda / Q)

r. = k.c Kako preverimo, ali je
A VA EEi reakcija 1. reda?

3. Logaritmiranje obeh strani: Inc, =Inc,, —k¢ | s .

L ]
S — ..
%

4. Risanje grafa In ¢, = f (¢): premica z naklonom —£, \: E:'

st &



prvin 39 ur sinteze.

KINETIKA PROIZVODNJE GLUKONSKE
KISLINE

Za proizvodnjo glukonske kisline uporabljamo glivo 4 5
niger. Koncentracijo glukonske kisline v fermentorju/*

t h 0 16 | 24 | 28 | 32 39
Ciaina (Q/L) 36 | 22 | 51 | 66 | 97 | 167
-,i_.

a) Dolocite konstanto proizvodnosti. -

b) Ocenite koncentracijo produkta po 20 h.




Resitev: ; 7’

Najprej preverimo ali reakcija ustreza modelu 1. reda. £
zaprtem sistemu merimo koncentracijo produkta nam
koncentracije reaktanta, lahko uporabimo enacbo: ;

dc,
dr
Kjer A oznacCuje glukonsko kislino. Z integracijo te en
In logaritmiranjem dobimo: 315

R s i@ Kl bt

TN = kicy

i-"‘l

Z risanjem In ¢, proti # dobimo premico z naklonom j
das

Slika kaze dobro ujemanje podatkov z modelom 1. r 1
¥ A

s 'l:' l\
g,

84

&
i
L]






Naklon premice je, &, = 0,1 h=" in odsek na y-osi je, c,, 4’"
g/L.

b) KinetiCna enacba je: '
cp=4,1ed" :
:
kjer ima ¢, enote g/L in ¢ enote h-'. ”
Torej, po 20 urah je ¢, = 30 g/L. {4 .




Encimska kinetika

Michaelis-Mentenova kinetika

- :> Povecajo hitrost reakcije takg
energijsko bariero.
Med reakcijo se ne porabijg

o Lk ne spremenijo. .
Ne vplivajo na ravnotezje reakcije, ampa

hitrost, s katero ravnotezje dosezemo.
Z reaktanti tvorijo zacasni kompleks in tako stabilizirajo .

prehodno stanje. Kakor pri kemijskih

reakcijah 4
it — s A i
Preucujemo odvisnost hitrosti encimsko kataliziranih |4
reakcij od koncentracije substrata ;
"-



e

71913?

Mehanizem, po katerem se molekule encima E in subst
S hitro in reverzibilno povezejo v kompleks encim-sub
(ES):

sl T ks
E+S \_kz_ES\ 7

>~ E+P

Osnovna Michaelis-Mentenova enacba:

rmaxCS

K,, +cg

'y =

Dve predpostavki za izpeljavo Michaelis- MentenoveL
1. Povratna reakcija v kompleks ES ni upostevana.’;’ 1
2. Koncentracija kompleksa ES je stacionarna. :



Zero-order
region

First-order
region




Though many biologists recognize Menten as
the co-discoverer of one of the fundemental
equations in Biochemistry, the Michaelis/Menten
equation, they know little more. Maud Menten
became one of the first women doctors in
Canada in 1911. Two years later she and Leonor
Michaelis published a paper describing the
relationship between the rate of an enzyme-
catalysed reaction and the concentration of the
enzyme's substrate. Dr. Menten went on in 1944
to publish on what may be the first use of
electrophoresis to seperate proteins. She then
went on to help develop an important technique
in enzyme histochemistry. During her 50 year
career she was involved in the publication of
some 70 scholarly articles. Though under-
appreciated, Maud Menten certainly stands as
an important contributor to the fields of enzyme
Kinetics and histochemistry.

Maud Menten
(1879-1960)




Born in Berlin (Germany), he studied medicine in
Freiburg, where he graduated in 1897. He then moved
to Berlin, where he received his doctorate the same
year. Michaelis worked as assistant to Paul Ehrlich
(1898-1899), Moritz Litten (1899-1902) and Ernst Victor
von Leyden (1902-1906). In 1906 he started as director
of the bacteriology lab in Berlins Charité hospital,
becoming Professor extraordinary at Berlin University in
1908. In 1922 he moved to the Medical School of the
University of Nagoya (Japan) as Professor of
biochemistry, 1926 to Johns Hopkins University in
Baltimore, Maryland as resident lecturer in medical
research and 1929 to the Rockefeller Institute of Medical
Research in New York City, where he retired 1941.
Besides his role in the formulation of the Henri-
Michaelis-Menten law (1913) he discovered Janus green
as a supravital stain for mitochondria and the Michaelis-
Gutman body in urinary tract infections (1902) and found
that thioglycolic acid could dissolve keratin, making him
the father of the permanent wave.

Leonor Michaelis
(1875-1947)




||||||

Pomen konstante Kj,:

k

1 [
Ce sta K, in cg enaki Ce je ky>>k,
r k
2 ky

Visoka vrednost K, m@ Ni afin_itete I;m:d tencimom
in substratom

L]

. i

. e
'



Michaelis-Mentenova enacba zadovoljivo opisuje kinetiko
vecine industrijskih encimskih reakci;.

Kompleksnejsi kineticni izrazi se morajo uporabiti, kadar
delamo z vecC substrati in kadar imamo pojave inhibicije. |

.:.;J ]
' :{’ ;
. VA

§ Tt -
(- 1
B3 4\

[
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Vpliv temperature na hitrost encimske reakcije

Arrheniusova odvisnost Z> Za vedino encimskihi .

(k zamenjamo z rp

Znacilne aktivacijske energije za encimske reakcije’l

(40 — 80) kJ/mol

£
*7 )
Grobo pravilo: .

Dvig temperature za 10 °C med 20 °C in 30 °C
povzroci povecanje hitrosti reakcije za faktor 2-3




Vpliv pH na hitrost encimske reakcije

pH ‘ Izrazit vpliv na encimsko kinetiko ;-

Relative activity (%)

100 —

80 —

60 —

40

20

Glutamic acid decarboxylase

\

Pepsin

Arginase

Amylase
(salivary)




Doloc¢anje konstant encimske kinetike iz Sarznih poskl7s

» Michaelis-Mentenov diagram — ni dovolj natarfg
* Lineweaver-Burkov diagram —» nerealne nap

1

r

Ky

rmaxCS

1
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rm ax

- Eadie-Hofstee diagram
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- Langimurjev diagram
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Encimi: proteinske molekule kompleksne konfigura "e—i'/ﬂ}

1 Uniéenje z relativno Sibkimi sil

Kinetika encimske deaktivacije

Encimska deaktivacija

Se pojavi pri hitrosti reakcije, ki je odvisna od:

» strukture encima
* reakcijskih pogojev

k »
Najenostavnejsi model deakiivacije: | g g, | * '{; :




Hitrost deaktivacije: obicajno 1.reda glede na koncentracij@-

V zaprtem sistemu:

Po integraciji

aktivnhega encima

rq= kq Cga

—dcg,

d¢

— rd — deEa

Izraz za koncentracijo aktivn

kot funkcijo Casa:




Maksimalna hitrost encimske reakcije:

. —kyt
rmax o rmax,Oe

Razpolovna doba encima:

in2
r kd

Temperaturna odvisnost encimske deaktivacije:

—E4/RT
ky,= Ae ™




3.2. Mikrobiologka kinetika .«

P encimi usmerjajo
Podobnost z encimsko kinetiko rast celic :

FAZE RASTI:
Mirovanje
Pospesena rast
Rast
Zaostajanje
Stacionarna faza
Umiranje

e e L e




Growth phase

~
5
2
=
| ©
o
=
o
L
il
b
(7
S—
=

Acceleration phase
* Lag phase

Time




Hitrost rasti celic (mikroorganizmov):

Za zaprti sistem, ry = dey/dt, robni pogoji: cy = cyg, ¢
Integracija zgornje enacbe daje:

_ pt
Cy = Cyo€

Po logaritmiranju:




Vpliv koncentracije substrata

Obi¢ajno samo eden rast-omejujo€ sub

Preverite razliko
C glede na MM enacbo
,U — lumax S o

K¢ +cq (




JACQUES LUCIEN MONOD,
French biochemist who, with
Francois Jacob, did much to
elucidate the way in which
genes regulate cell metabolism
by directing the biosynthesis of
enzymes. The pair shared,
along with André Lwoff, the
Nobel Prize for Physiology or
Medicine in 1965.







Izkoristki pri mikroorganizmih @

Koeficient izkoristka ‘ zveza med substratom in p D uk
oz. biomaso T

1)

In drugi

Razli¢ni nacini podajanja koeficienta izkoristka: |

el e
s Sl e

Potrebe po hranilu
roizvodne znacilnosti organizmo

Splosni zapis koeficienta : S| Yeg = -Amg/ Amg




-:a'...".-l,- wile i = | T
' e ] .' : Jio R o Fo N i r
Tabela 2 1 Deflnlcue koeﬁdgntov |zlsginstka b | F 4
Gt gl M=, M 8
N A 1.'_'_ g - .S'yméol Definition
Vad 4 S, S Yyq Mass or moles of biomass produced per unit mass
J 1 S . ¥ or mole of substrate consumed. (Moles of bio-
K vy Caein mass can be calculated from the ‘molecular
LT i formula’ for biomass; see Section 4.6.1)
; o h_ sl . Yps Mass or moles of product formed per unit mass
or mole of substrate consumed
Yox Mass or moles of product formed per unit mass
or mole of biomass formed
Yso Mass or moles of biomass formed per unit mass
or mole of oxygen consumed
) Mass or moles of carbon dioxide formed per unit
mass or mole of substrate consumed
RQ Moles of carbon dioxide formed per mole of
oxygen consumed. This yield is called the
respiratory quotient.
Yarp Mass or moles of biomass formed per mole of
ATP formed
Y, Mass or moles of biomass formed per kilocalorie

of heat evolved during fermentation




Celokupni in trenutni izkoristek

léarina rast \

Razlika v koli€ini komponent na Razlika v Kkoli¢ini komponent v
zaCetku in koncu reakcije ¢asovnem intervalu
. Am —dm —dm_ / dt
YFG = I|m F = F = F =
Amg dmg dmg /dt
Amg — 0

« Fo

bstrala

Primer: Yys = rylrg = hitrost rasti biomase/hitrost porabe su

'l‘ & 4 .
Pri fermentaciji obvezno navesti obravnavani casovni intervall **

109 %



Teoretiéni in prakti¢ni izkoristek

Primer izkoristka biomase glede na substrat:

Yv . Amx . _Amx
XS Amg_ Amg_ + Amg,

TeoretiCni izkoristek za ta primer:




IZKORISTEK PRI PROIZVODNJI OCETNE
KISLINE Lig

Enacba aerobne proizvodnje ocetne kisline iz etanola je: !

C,H:OH + O, —» CH,;CO,H + H,0
etanol ocetna K.

V medij z 10 g/L etanola dodamo bakterijo Acetoba
Po dolocenem casu je koncentracija etanola ¢ —'it -

ocetne kisline ¢ = 7,5 g/L. Primerjajte teoreticni s pra
izkoristkom.




Resitev:

Za osnovo vzamemo 1 L medija. Prakticni izkoristek
izracunamo tako, da upo$tevamo maso nastalega produkt
maso porabljenega reaktanta.

: 7,59
Vi
" (10-2)g

= 0,94 g/g

TeoretiCni izkoristek je osnovan na masi etanola, ki Di
dejansko porabljen za sintezo ocetne kisline. |z stehq‘
sledi:

y.__ 1molocetnekisline _ 609 _, 5 >
i 1mol etanola 46g

Prakticni izkoristek je 72 % teoretiCnega.



Vsebina predavanj

1. Uvod
2. Osnovni pojmi biokemije
3. Bioreakcijska kinetika
3.1. Encimska kinetika
3.2. Mikrobioloska kinetika

5.2. Prenos snovi
5.3. Prenos toplote
6. Modeliranje bioreaktorjev-splosno
6.1. Encimska fermentacija
6.2. Mikrobioloska fermentacija
6.3. Pomanjkanje substrata
6.4. Inhibicija s produktom
6.5. Primeri

7. Aerobno in anaerobno ¢€is¢enje odpadnih vod e



Vpliv bio/reakcijske tehnike na celoten proc7

Bistvene odlocCitve glede reaktorja:

Vrsta reaktorja

Velikost reaktorja

Obratovalni pogoji

L"'r-f‘i--

Nadin obratovanja |

Wi
& - 2
E- |




Product

100,000,000 Proteins from mammalian cell
culture

Vitamin B12

Penicillin

Bakers’ yeast

Single-cell protein

Treated wastewater




TOTAL PRODUCTION COST

Research & Fermentation / Downstream Administration &
Development Reaction Processing Marketing

/ \ Materials

Raw Materials Bioreactor Operation Labour

| Utilities (energy, water.
— Labour steam, wasle disposal)

| Utilities (energy, water,
steam, waste disposal)

| Depreciation,
insurance, elc.

Depreciation, insurance,
ele.




COST-DETERMINING FACTOR

Research &
Development

Maximise
speed of
scale-up.
Maximise

reproducibility
of reactor
operation.
Minimise

contamination

risk.

Raw Bioreactor Downstream
Materials Operation Processing
Maximise Maximise Maximise volumetric Maximise product
substrate product productivity to concentration
conversion. yield. minimise reactor size. leaving the reactor.

N

Maximise Maximise
catalyst specific
concentration. productivity
and product
yield.
Optimise reactor conditions —I

Strain improvement

Media optimisation

3 ¥
Slika 3.3: Strategije naCrtovanja bioreaktorja glede na stroélg.?vnm_

odloCujoCe faktorje.

'



4. Vrste bioreaktorjev
Z mesanjem
Najpogostejsa oblika: cilindricna N 2 T
Brez mesanja

Sicer vrsta drugih oblik za posebne namene :

NajpomembnejSe zahteve pri nacrtovanju: _/

d
[esone |




Mesalni bioreaktor
(stirred tank)

* prepihavanje z zrakom

* mehansko mesanje in
razprsevanje mehurckov

* Visoka poraba energije

* pregrade

* lomilci pene

e polnimo 70-80 % volumna

» temperaturna regulacija

e uporaba za encimske In
mikrobioloske reakcije

Slika 3. 4: Tipiéni mesalni‘bioregktor
za aerobne kultures *
119

o



Slika 3.5: Mesalni bioreaktor v praksi.



External
heat-
exchanger

|-——




Kolonski bioreaktor
(bubble column)

» alternativa mesalnemu

* brez mesanja

* razprsevanje mehurckov

* razlicni rezimi gibanja toka

* majhna poraba energije

» dober snovno/toplotni prenos

* nizka investicija

 uporaba za proizvodnjo kvasa,
piva, vina, za Ciscenje odpadne
vode

Sparger

L
o
o
o
o]
o
0 s

@ L
. !
1}
o o [ I{
o
%
o o

o ‘
o ° " . . °

o

Slika 3.7: Kolonski Bioraaktor. J\
¢
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Bioreaktor z dvigovanjem zraka (Airlift biore#ﬁl't@/

* ni mesanja

vod)

* bolje definirani naCini toka tekoCine in meSanje
kot pri kolonskem bioreaktorju.

h=10d




Draft
--..\mbe/

Downcomer — Downcomer

/ Riser \




This Air Lift Bioreactor
Vessel IS specifically
designed for animal and
mammalian cell production.
Some cell lines are so fragile
in culture that any type of
mechanical impeller will
shear them. A serious
alternative to an impeller
driven bioreactor system is
one which uses forced air to
circulate the cells and
growth media.

" v

=]

Slika 3.11: Serijski bioreaktor z C.L\/igé:v_ahj'e
zraka

=
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Primerjava treh tipov reaktorjev

Mesalni bioreaktor

X . : . Kolonski bioreaktor
TekocCine z nizko viskoznostjo

Bioreaktor z dvigovanjem
zraka

Veliki fermentorji ‘

Tekoc€ine z visoko viskoznostjo i>

Moéno eksotermne reakcije ‘




Posebni tipi bioreaktorjev

Bioreaktor z nasutjem (Packed bed)

« z imobiliziranimi ali specificnimi biokatalizatorji

* minimalne poskodbe delcev biokatalizatorja

 uporaba za proizvodnjo fumarata, aspartata, pres
penicilina v 6-aminopenicilansko kislino

 obratovanje z obtokom

* aeracija v loCeni posodi

* neprimeren za procese z velikimi koliCinami plino

t‘.x

::.-ﬂ—-,s— 2
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A

Gas exhaust | f’/
Bioreaktor s fluidizirano plastjo A
* varianta biorektorja z nasuto plastjo L o
 tekoCina vstopa na dnu, 500
nasutje se razsiri B4, | Liq
- . - . 1 0]
* ni segregiranja delcev katalizatorja o0 62 g
» ne ustvarjajo se kanali 8%)0% e
 Uporaba za CisCenje odpadne gg%%zog‘%
vode s peskom, pri proizvodniji oLe
piva in vina Do [
Gas in

F %W T @
Slika 3.13: Bioreaktor s fl‘&idfziﬁa 0

plastjo. & €7, ’\
.

131 LY

4]

r
-



Kapljalni bioreaktor (Trickle bed)

e varianta bioreaktorja z nasuto
plastjo

* razprsevanje tekocCine na vrhu

« zrak uvajamo na dnu ali na vrhu

== o e | o

L}
Ly
S .

%
o e O

7h
Fangdat

B BT ST
Pa e AL A I
-1 'j' ey s

S

P
B

ol B
iy,
Rk
R R L B
"r:lr- "r:IJ: 'TT;- g

i

i ity
T AR L
B nd)

r-'.’?

T
R

i
kg %}, H

/

2 R BT AL I_I
o ¥, -II_‘-'“' v i) i)
r“q&llr"}g i |
=y =
1 ' tl‘

J
W

'

=

/|

]
#
L

Slika 3.14: Kapljalnf;bioréﬁkﬁ)r‘

Jva

C

o

s
32 %

&5 i'-r



Posebnosti pri konstruiranju bioreaktorjev //
ot P

* nerjavno jeklo

edop=3barin T=150-180 °C
 odprtina za vzdrzevanje

* ogledalo za opazovanje notranjosti
 nastavki za doziranje na glavi reaktorja
 nastavki za senzorje s strani

* meSalo na vrhu ali spodaj




Sterilno obratovanje

* in situ sterilizacija pod tlakom

* brez potencialnih zastojnih predelov
* po sterilizaciji dotok sterilnega zraka
« varovalni filtri

« posebna pozornost namenjena odprtini za mesalo,f|-
* posebni ventili z diafragmami £




Diaphragm ~—"

Slika 3.15: Ventil z diafragmo (zaprta in odprta lega):
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Inokulacija in vzoréenje v fermentorju

” A
* inokulum se v velike fermentorje prenasa iz majhnih rtegktorjev

Steam Sterile air

Fermenter

Inoculum
vessel

Slika 3.16: Ventili in povezave za asepticni prenos inokuluma vferme'ﬁtc;r.

"
&

L) T
P

A
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Fermenter

[ Sicam
B

C

Steam and , ik
condensate

§$D

¥




Konstrukcijski materiali

* vzdrzati morajo ponavljajoCe sterilizacije in CiSCenja
* ne smejo biti reaktivni
» steklo za fermentorje do V= 30 L, glava iz nerjavne
» vecina velikih fermentorjev je iz korozijsko odpornega |
* manj odporno jeklo za povrsine, ki niso v stiku z f
» Cu materialov ne uporabljamo

. notranjost fermentorjev je spollrana

« zazeleno elekropoliranje



Nacrtovanje razprsSevalcev zraka

* razprsSevalci, mesala in ovire doloCajo ucinkovitost
mesanja in prenosa kisika v mesalnih bioreaktorjih

e trije osnovnWe\IalceVZ\‘

porozni perforirani lijacni

Sintrana kovina, Luknjice v cevi Ena odprtina,
keramika, steklo majhen upor




Monitoring fermentacije

Stanje fermentacijskega procesa zasledujemo z merjen;j

Kriticnih spremenljivk procesa:

Tabela 3.1: KritiCni parametri bioprocesa.

Physical Chemical
Temperature pH

Pressure Dissolved O,

Reactor weight Dissolved CO,

Liquid level Redox potential

Foam level Exit gas composition
Agitator speed Conductivity

Power consumption Broth composition
Gas flow rate (substrate, product, ion
Medium flow rate concentrations, etc.)
Culture viscosity

Gas hold-up

Biological

Biomass concentration
Enzyme concentration
Biomass composition
(such as DNA, RNA,
protein, ATP/ADP/AMP,
Viability

I\{‘ JI'I‘J]N'J]{}E_‘“\'




5. Tehnologke zahteve pri f
nacrtovanju bioreaktorjev #

5.1. MesSanje

MesSanje vsebuije: :

* mesSanje topnih komponent medija (sladkorjev) J

» dispergiranje plinov po tekocCini v obliki mehurckov ¢ fw/ 3\ .
8+

» dispergiranje nemesljivih tekocCin ' _
 zagotavlja toplotni prenos v ali iz tekoCine e ol ‘
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Oprema za mesanje h
\\} Stirrer shaft -
- / Tank ] i
Baffle | [ ] / Pes ,‘ .
N '
I T
Impeller |
dl

- ) i /11

Slika 3.18: TipiCna oblika meSalnega bioreaktorja |,

* Obicajno cilindricna posoda k »
* Dno z zaobljenimi robovi s
* Razmerje premer posode: premer mesala je 3: T' AT o

o
» Motorni pogon me3ala. Mk .]\
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UcCinek vrteCega mesala

J

Crpanje teko&ine in ustvarjanje enakomernega
tokovnega rezima

Ucinek pregrad

!




Tank wall Baffle

Slika 3.19: Razliéni nacini pritrditve pregrad




Anchor Propeller

Paddle Gate anchor Helical screw




Tokovni rezimi v mesalnih bioreaktorjih

So odvisni od:

 vrste mesSala

e lastnosti tekocCine

» velikosti in geometrijskin
dimenzij posode

* pregrad

Izogibamo se kroznega toka

| 5
Slika 3.21: Krozni tok v "me?;afﬁe;n_]\:
reaktorju brez pr?%rad L

L
L]



Poleg kroznega toka se pojavlja se gibanje tekoCine

Radialni smeri Aksialni smeri

(od mesala k steni) (gor in dol po posodi)

iy iy

Lopatice vzporedno z osjo mesala Lopatice pod kotom




|
|
\f

_ [
I A \
(a)

Slika 3.22: Radialni tok







(a)

Side view

Slika 3.23: Aksialni tok



Mehanizmi mesanja

yovitoiﬂe v I\ .'

toCke posode v doloCenem

casu . :'/J

Obvezna turbolenca

ML |- j’_

Mesanje opiSemo s kombinacijo treh fizikalnih lastgsti ; {,
BT RAT

porazdelitev disperzija difuzifa | f. .1‘.

’ ::.; . _I\:

s,



Slika 3.24: Tokovni rezim radialnega meSala
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Doloéanje ucéinkovitosti mesanja

Hitro mesanje :> Uginkovito kroZenje medija/ | -
na makro in mikro nivoju |

Cas mesanja Uporaben parameter za
() ucinkovitosti mesanja v |

e ] L

Cas mesanja je éas, ki je potreben za dosego
zahtevane stopnje homogenosti
{ 2>
LT

&=

Eksperimentalno dologanje: impulzno markiranjei 5\ «*
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Tracer conceniration

0.1(Ce~C5)

5
¢

if
G o/ »
< fm > .

| | -
0 Time —~
[ ] St " .._ -
. - 0 o . E- |

Slika 3.25: Impulzno markiranje v meSalnem reaktorju* . Y
g2
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Velja priblizna zveza med Casom mesanja in casom
enega obtoka tekocCine:

=41

tm C

Industrijski mesSalni bioreaktorji (7= 1-100 m3) ima;
cas 30-120s

Cas mes3anja je odvisen od: Af b
» velikosti bioreaktorja in mesala :>

* lastnosti tekoCine

* vrtilne frekvence mesala




IzboljSanje mesanja v fermentorjih

Slika 3.26: Stopenjsko mesalo v fermentorju.
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Uvod
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Bioreakcijska kinetika

3.1. Encimska kinetika

3.2. Mikrobioloska kinetika

Bioreaktorji-vrste

Tehnoloske zahteve pri na¢rtovanju bioreaktorjev
5.1. MesSanje

Modeliranje bioreaktorjev-splosno

6.1. Encimska fermentacija

6.2. Mikrobioloska fermentacija

6.3. Pomanjkanje substrata

6.4. Inhibicija s produktom

6.5. Primeri

Aerobno in anaerobno ¢€is¢enje odpadnih vod

L5/



5.2. Prenos snovi

Pomemben pri bioprocesih

Poznamo:

* snovni prenos trdno-tekoce .

* snovni prenos tekoce-tekoce e

e snovni prenos plin-tekoce s ./
! :

Kisik je kritiéna komponenta aerobnih fermenta c':

@
L ]

1 : (,, ?

Najvecjo pozornost namenjamo snovnem
: w %
prenosu plin-tekoée! : ':




Prenos snovi v bioloskih materialih

Tezko topni plin (obiCajno kisik) se iz izvora
(zraChega mehurcka) prenese v tekoCo fazo, v kateri
se nahajajo celice. Kisik mora pri tem prehodu
premagati vrsto uporov, katerih velikost je odvisna
od hidrodinamike mehurcka, temperature, aktivnhosti
In gostote celic, sestave raztopine, fenomenov na
fazni meji in drugih faktorjev.

159
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Teorija difuzije 7O

 Koncentracija c, se spreminja in je funkcija razdalje.
» Koncentracijski gradient povzrocCi DIFUZIJO

= [ ] &
-
A / Cai .
<
Q.i a / |
< il
5 o | : ./
- Direction of .
£ . —/ "~ mass transfer 5 b
; S r
Q Ly
g 2 L 5
U _" WYyt
- L]
- L AY
Distance, y v
* e ' A
; it ] : { Tt
Slika 4.1: Koncentracijski gradient komponente A in snovni 2ty _l\
prenos skozi povrsino a. ad
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Vlioga difuzije pri bioprocesih

1. Mesanje na najnizjem nivoju
2. Reakcije v trdni fazi
3. Snovni prenos na fazni meji




Teorija dveh filmov

Uporaben model shovnhega
prenosa med dvema fazama

Teorija je osnovana na ideji,
da se meja snovnega prenosa
ustvari tam, kjer je kontakt

dveh faz

Organic
phase

Phase boundary

I
I
I
I
I
I
|
|
I
I
|

Cos :

Y

Aqueous
phase

/"_ i
1 CAli

I
I
I
I
I
I
I
I
|
I

I
I
I
I

I

I
o

Organic film

Aqueous film

e

Slika 4.2: Upor filma proti snovhemu *
prenosu pri dveh’ ner’nesljlv

L L| % ah o |

tekocCinah.
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Snovni prenos plin — tekoce

Pomemben v biotehnologiji

4

Potreba po kisiku pri
aerobnih fermentacijah

Phase

Liquid-phase Gas-phase
film resistance film resistance

boundary
| I
I
I /- Cac
Liquid | CaGi I Gas
phase | | phase
I Cas I
/L/ I
Car !
I |
| |
-t b

[ Bl

7 St
Slika 4.3: Koncentracijski grq,dierﬁdei “pri
snovnem prenosu plin-tekod

o

o

r,
163l ay
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Hitrost snovnega prenosa skozi plinski film:

Npg = kGa(CAG — CAGi)

Hitrost snovnega prenosa skozi tekocCinski film:

Ny = kLa(CALi — CAL)

V ravnotezju:

Caci = JCaL




Hitrost snovnega prenosa izrazena z ravnoteznimi
koncentracijami:

Ny = KGa(CAG _C;G)

K a (CAL — CaL )

=
I

: i
Povrsine snovnega prenosa, a, praktié¢no ne more Lo I
dologiti. ‘s

-
s

e
& " d
[ ¢
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Poraba kisika pri mikroorganizmih

A = kLa(CAL - CAL)

rn = hitrost snovnega prenosa kisika na enoto vol

fluida (mol/m3 s)
k. = koeficient snovnega prenosa v tekoci fazi,

" 4 ol #”
a = povrSina snovnega prenosa plin-tekocina naser.

volumna, m2/m?3
¢a. = koncentracija kisika v mediju, mol/m?

Car — koncentracija kisika v mediju, ki je v ravnotezju |§I|

fazo, mol/m3

L -
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Potreba mikroorganizmov po kisiku

Je odvisna od: .
* vrste mikroorganizma

» faze rasti mikroorganizma

* narave izvora ogljika v mediju

V sarznih sistemih se hitrost porabe kisika spreminja/s

e A

Koncentracija celic se vecCa in
i
Specificna hitrost !
porabe kisika ol ]

Z njo poraba kisika
D ; :

Q02 = qozcx 167 L




100
s © go (u h*! mg! dry wt)
20 - O Dry weight, mg —
60 +
S
40
il O
20
0
0 20 40 60 80 100
Time, h

150

100

50

Dry weight, mg

Slika 4.4: Casovno spreminjanje specifi¢ne porabe kisiké: in‘..*_:-
koncentracije biomase.

;.
0] 3

4
¥

&
’ . w
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Oxygen-limiting
region

Dissolved-oxygen concentration, C,,




Prenos kisika iz plinskega mehuréka v celico

"
s

1. Prenos od notranjosti mehurcka do fazne meje

plin-tekocCe

Gibanje skozi fazno mejo plin-tekoce . ¥
Difuzija skozi tekocCinski film okoli mehurcka { 1
Prenos skozi glavno maso tekoéine o
Difuzija skozi teko€inski film okoli celice LC4ih

Gibanje skozi fazno mejo tekoce-celica
Difuzija skozi trdni ovoj celice, ée le-ta obstaja «
Prenos skozi citoplazmo do mesta reakcije - T

§ e 1
aa
B3 4\

[

L R e

..
ol L4
s
-t dn,
*" w9



Liquid-solid interface

¥
\ Site of
; oxygen
i reaction
\
\ Bulk liquid
Gac \\ Indivi](]:!ual
bubble -
| (iv) s N ' s
| S o ssades SR CLUMP
(i) (i)
,/
(if) !
|
| ‘ Site of
| (iv) oxygen
| reaction
f . oi' / [a \I
/ (v), (vi), (vili) y /' INDIVIDUAL CELL
/ =
/ Liquid film
) Liquid film

Gas-liquid interface

Slika 4.6: Stopnje prenosa kisika iz mehurCka do celice. »




Za vecino bioreaktorjev velja:

Prenos iz glavne mase plinskega mehuréka je hii' e 9
Povrsina plin-tekoCe predstavlja zanemarljiv upor f.
Tekoginski film okoli mehuréka predstavlja najvedji Upp

pri prenosu Kisika. y
c |Jsk'

e T

B

V fermentorjih z dobrim mesanjem so koncentragijski
gradiendi v tekogini minimalni in upor je majhefil’ :
Upor tekoCinskega filma okoli celice lahko za i' ino
Upor na fazni meji tekogina-celica zanemarimo{1® ;
Upor pri skupku celic je odvisen od njegove ve I(' ti
Upor znotraj celice je zanemarljiv. b v

SaSae e O




V stacionarnem stanju velja:

kLa(cAL

B CAL) = 40,¢x

1L

snovni prenos.

Cyx =

k acy

9o,

B 9o,x
(kL @)y = (C;L B Ckrit)




Prenos kisika v fermentorjih

Hitrost prenosa kisika je odvisna od mnogih fizikalnih :‘ﬂ :
kemijskih dejavnikov, ki vplivajo na:
» koeficient snovnega prenosa, k.

* POVrSINO snovnega prenosa, a

- gonilne sile snovnega prenosa, (c'y - ca)

Splosno pravilo: k, = (3 - 4) 104 m/s za mehurcke z

k.a = (0,02 - 0,25) s-1




Vpliv mehurékov na prenos snovi

Najpomembnejsa lastnost zracnih mehurcCkov je njihovar relikost.
Cilj naCrtovanja bioreaktorja: Visok nivo dispergiranosfi '

gmmPP VeCja povrsina za snovni prengs

Manjsi mehurcki )
N pocasno dvigovanje po fermegntorju § J

Na velikost mehurckov vplivajo:
 nacin formiranja mehurckov

* disperzija plina

* koalescenca




oy

(a) (b) (c) (d) (e)
Secondary
_ L _ _ \.! - circulation
- . ny 6-. e / 100p
] IR KN
&L H 510 £11% & |9
ol d olés || Byl
9% 2 toolod 8
o 9089 548 ;
; ol
0 of
Gas Gas

Slika 4.7: Tokovni rezimi v meSalnem bioreaktorju kot funkcija
frekvence mesala in pretoka plina.




Vpliv protipenilnih sredstev na prenos snovi

Pene masijo odtoCne cevi za pline, omogocajo vstop;"
nezazelenim mikroorganizmom, povzrocajo izgube




Vpliv temperature na prenos snovi

R

Topnost kisika

Koeficient snovnega prenosa

Vpliv prisotnosti celic na prenos snovi

* vrsta organizma
* morfologija organizma
« koncentracija organizmov

Merjenje koncentracije raztopljenega kisika

Galvanska elektroda

Polarografska elektroda




Eksperimentalno doloéanje k a h
Osnova: snovna bilanca kisika v nestacionarnem stanju
a®
CAL2 .
AL > A :
Ceri : 'I.‘ »
| | f i AR AR
o ’ h :. 4 ::
Tim . ; L
¢ '_'":
Slika 4.8: Spreminjanje koncentracije kisika pri dinami¢nem dologanju &, a _l\
L
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Sprememba koncentracije raztopljenega kisika:

dc,,

d¢

= kLa(CAL B CAL) ~ 40,%x

V stacionarnem stanju:

9o,¢x = kLa(CAL - CAL)

Po preureditvi in integraciji:

In(CAL - CAL1]
Cn — C

B AL AL2
ka =

tz _t1







- OCENJEVANJE k a Z DINAMICNO METODOf ‘/
20 L mesalni fermentor z bakterijo Bacillus thuringiensis up ’rabA
za proizvodnjo insekticida. k a doloCimo z dinamicno metgdo:|
Pretok zraka za nekaj €asa ustavimo in nivo raztopljenega
pade. Nato ponovno odpremo dotok zraka. Ko doseze

narno stanje, je koncentracija kisika 78 % nasiCenja. D
naslednje meritve:

Cas/s 5 15

2. 0
Konc. kisika/ (%onasi¢enja) 50 66 B { | 1

a) Ocenite £ a.

b) Pri doloCanju nivoja kisika v stacionarnem stanju je bl|é‘/.
narejena napaka (namesto 78 % smo dologili 70 %). K'é-ksen
je % napake za k a, ¢e smo naredili 10 % napako pri' ¢ ?
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Resitev:

a) CaL =78 % nasicenja

(78-50
In
7/8-66

(15-5)s

1z enadbe sledi: k a = ) = 0,085 s

b) Ce je €aL upostevan pri 70 % nasiéenju: ka =

podatkov za dolo¢anje & a.




5.3. Prenos toplote 1Q

Direktno odvisen od: . AN

Loz o

Temperaturne razlike

Ostali vplivni faktorji: : g
/ \ J . {

Pretocni pogoji '\ -
(v primeru tekoCine) 1
§ A



Oprema za toplotni prenos

a) Bioreaktorji

dva mozna nacina toplotnega prenosa:

i

Direktna Sarzna
sterilizacija

|
|
\

I

—
| ﬂm "}m wj_
'|| 'll\ II' ||'| ‘Il‘l ||' '\l
|‘I||'|\|I‘|||\‘|

‘ || |

?I

!

L




/ Fermenter temperature

o

L
=
"é Tco
L
o,
E Direction of flow
= cold fluid

Tci

Distance from cold-fluid inlet

Slika 4.11: Temperaturna regulacija fermentacije.
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b) SploSna oprema za toplotni prenos 7 ﬁ@

Dvocevni toplotni prenosnik (double-pipe)

o
i
Annulus fluid in .

|
\

Z ¢

| = Tube
- 5 —  fluid L]
; - out
i

N
[k
[

Tube : el
fluid —— i
in : -

I

%

Annulus fluid out

Slika 4.12: Dvocevni toplotni prenosnik.




Mozno protitoCno in sotoCno obratovanje

x’

,&

f*/
/ £

E

[
f

Temperature

Direction of flow
hot fluid

Direction of flow
cold fluid

Distance from cold-fluid inlet ————p=

Temperature

ci

Ty Direction of flow
‘\&‘
i Tho
Tco |
Direction of flow /
T cold fluid 4

Distance from cold-fluid inlet ———p

Slika 4.13: Temperaturne spremembe pri protitoénem in sot _c

obratovanju.

] &

i |

O B | f.;f

A4
MY
i

¥ #
'- o
:. L] o -I.
‘ L]
1 % L] 1



Cevni toplotni prenosnik (shell and tube)

Tube
fluid
in

Shell
fluid
out

}

Shell
fluid
in

|

: :
D {f A / l
:: /"J ff/fﬁffffx’ffff/!r’ffff_.i{’#
; 77 I i
\ FI II // — I — II I3
IR N » i 1 I T I 7\
\ %l T Il I I I o\

P ]

..-’..-"..-"f.a’.a".-"’x"/';"/'ff!
- -
‘ / ?
- /
rd
rd

7 J
4

\“ P 1 i B B I
# | E— I I I
A
I I

1 DA |
W L F I F il r sl Al rrrrrrrllTrs

Tube sheet

Shell space

:

Drain

Qutlet
header

Tube
fluid
out

Slika 4.14: Cevni toplotni prenosnik z enojnim prehodom skozsce\c




Baffle

Tubes

)
'I/””’”
-l — ——

Tube —

sheet

Shell space

FINSSN
”Jr’lu

Tube
fluid
in

Slika 4.15: Cevni toplotni prenosnik z dvojnim prehodom skozi



Ty cb\-\‘
] g Tco L ] Thu
@ 8
5
= Tci ¢
Tube length
b Ty
i
L]
bt Too |
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(b) & .
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Tube length o*
5
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Slika 4.16: Temperaturne spremembe v cevhem toplotnem prenq,smKu" -l\
r L]

z dvojnim prehodom skozi ceuvi.
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Mehanizmi toplotnega prenosa

prenos vibracijske energije med molekulami oz. prenos
elektronov ik o

gibanje na makroskopskem nivoju (plini in tekoCine)

* radiacija
sevanje energije iz snovi
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Kondukcija

Fourier-jev zakon [*}

d7T
Hot side Cold side [ = AAd_

Wall

| = hitrost toplo

Slika 4.17: Toplotna kondukcija skozi ravno steno.



Tabela 4.1: Toplotne prevodnosti

Material Temperature
(K) (Wm™1K™1) (Bruh™ ! fim1oF~1)
Solids: Metals
Aluminium 573 230 133
Bronze - 189 109
Copper 373 377 218
Iron (wrought) 291 61 35
Iron (cast) 326 48 27.6
Lead 373 33 19
Stainless steel 293 16 92
Steel (1% C) 291 45 26
Solids: Non-metals
Asbestos 273 0.16 0.09
Bricks (building) 293 0.69 0.4
Cotton wool 303 0.050 0.029
Glass 303 1.09 0.63
Rubber (hard) 273 0.15 0.087
Cork 303 0.043 0.025
Glass wool - 0.041 0.024
Liquids
Aceticacid (50%) 293 0.35 0.20
Ethanol (80%) 293 0.24 0.137
Glycerol (40%) 293 0.45 0.26
Water 303 0.62 0.356
Water 333 0.66 0.381
Gases
Air 273 0.024 0.014
Air 373 0.031 0.018
Carbon dioxide 273 0.015 0.0085
Oxygen 273 0.024 0.0141
Water vapour 373 0.025 0.0145




AT = AT, + AT, + AT,




Konvekeija - Toplotni prenos med teko&inami k.

Cold fluid

~

'Stagnant' liquid film

Slika 4.19: Toplotni prenos med dvema tekoCinama.




Toplotni prenos vsebuje tri zaporedne upore:
 upor filma toplega toka ob steni cevi

e upor zaradi same stene

 upor filma hladnega toka ob steni cevi

Hitrost toplotnega prenosa :> I = KAAT

Tabela 4.2: Individualni koeficienti toplotnega prenosa.

Process Range of values of h
(Wm™2K™1) (Btu ft 2h~ 1o~ 1)
Condensing steam 6000-115 000 1000-20 000 Al S
Boiling water 1700-50 000 300-9000 2\
Condensing organic vapour 1100-2200 200-400 s
Heating or cooling water 300-17 000 50-3000 *
Heating or cooling oil 60-1700 10-300 :‘:’ l-l
Superheating steam 30-110 5=20 .
Heating or cooling air 1-60 0.2-10 _l&
r
197 1%



Skupni koeficient toplotnega prenosa

[ = UAAT = UA(T, - T)

‘ Cold-fluid
Inside wall boundary layer
of tube sl

Cold
fluid
Direction of .
_ ; heat flow - i
Hot-fluid _ e /
boundary layer ' i\ Pipe Wiﬂlﬁ-'—- i \ : {..
S o, p - ..‘ .,F :
S+
Outside surface :.. '; .
of tube :‘ *'*., - -':' o
" . . . = e
Slika 4.20: Vpliv debeline stene cevi na toplotni prenos.* | . _]\
g2
198 "
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6. Modeliranje bioreaktorjev-splo

wr

i 1)
s J.\* &
Vodenje procesov fermentacije zahteva natancne \
matematicne modele za reakcijo in reakcijsko okolje.

Fio

d
L. o &
;ﬂ-/ﬁ 37 ¢

/ Teoretiche zveze
} »
\

Matematicni model

L]
L]

Eksperimentalne meritve

B 2 J\
',
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Snovna bilanca v bioreaktorjih

NESTACIONARNI PROCES

Biomasa:

Vtok + Nastajanje — Iztok = Akumulacija
biomase biomase biomase biomase
Substrat:

Vtok - Poraba - Iztok = Akumulacija

substrata substrata substrata substrata

Produkt:

Vtok + Nastajanje — Iztok = Akumulacija
produkta  produkta produkta produkta




Snovna bilanca v bioreaktorjih

STACIONARNI PROCES

Biomasa:

Substrat:

Produkt:




Sarzni bioreaktor

Bilanca substrata

=

Bilanca biomalgé .y} _'

£

Vtok — lztok + Nastajanje = Akumulacija

Vtok — Iztok — Poraba = Akumulacija

0— 0+ (—15)V = acs ),

dz
AN 1 decy

Y, dt

S

dr

dCX }-T ) .
I3 LA, = 110 .
CE T
d(cV ‘e AN
pexV = (< )/:V.f 1"'/, ”\:
d :l ""::
ILICX T dj /’l:/’lmax CS
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3
Parameter | Vrednost ; ”
Wbl 0,5 ’
K/(g/L) 0,5
Yys 0,8

cso/(9/L) 1,0




Roneenbraciin besmnse, gL

k

+
i

§ =15 gL

SLogl

§ =5 gl

5 =I5 pL

vrgeme, h

vegeme. h




Pretocni bioreaktor (Chemostat)

Fu s, Xo

9.Cxo — 4Cx T HCx =

d,Cxo — 4iCx T HCx

dv
i




Bilanca substrata

Vtok — Iztok - Nastajanje = Akumulacija

Stacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0

1 d(csV)
Cor — QCo —  ——— DN
4.Cso qiCs YX/slux d:
1 dc dV
Pl S R L Al e R
4.Cso qiCs YX/SIUX n - S

dV

dt‘ qV QI qV QI q

3""? Fu ,, So




Parameter | Vrednost
D/h_1 0’ 1 ‘ Binimiasa
,umax/h-1 0’5 ) &
Kg/g/L 0,5 R
5
Yys/ 0,8 £l
CS/g/L 1’0 “Supstrat :' i
A
Wwe
& AN Tale ; .'.I
" [ o
. * :
L B
AW oy ’
208 .

&5 #'l- 1‘
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"*-.‘h-.‘m}‘“' b

Tocka sparanja ) = i
I T TR " P T
Breina rasriedienia (Dibuation el 02 b




Kaskada preto¢nih bioreaktorjev

Bilanca biomase

Vtok — Iztok + Nastajanje = Akumulacija

Stacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0

Bilanca biomase v 1. bioreaktorju:
qiCx1 = CxiVi/iCxq, Y,

H = D,

Bilanca biomase v 2. reaktorju:
d1Cx1 — (% o3 %)sz + eV, = 0/:¢y,,V,

UL TR e 3 R e Y
Vy cx Z Z
s 300 4 DCX1V

Cxo Vs



Bilanca substrata:

Vtok — lztok - Nastajanje = Akumulacija

Stacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0

Bilanca substrata v 1. bioreaktorju:
1 .
d10€s0 — 94Cs1 = Y_ﬂ1cx1V1/- V
XIS
4
O = ﬁ(Cso dif Cs1)D1
H

Bilanca substrata v 2. reaktorju:

1
dCsq T qoCsp0 — (% 7 %)Csz 5 (Y_
X/S
e (% il %)
V,

YX/S(% q, ]
Cxp = = o gl o DACT
Hs Vz V,



Pretoc¢ni bioreaktor s povratnim tokom biomase ;;;* '
a Fr, X0 <
Bilanca biomase J N
Vtok — Iztok + Nastajanje = Akumulacija - - 1
Stacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0 Fo (F,+F®) |, +Fo
Xo — | X
doCxo T 9rCx0 — (% piF qR)CX1 + peV = 0701V N e Xpu s
doCxo = 0
dr 1 (%"‘ QR) n q q
7Cxo v Cxy + HMexy = 0 7cho =0 DD S 7R COMEF
dr do qdr al C |
—Cxo T —Cxg = T Cx + Heyy = 0 — D+Q_RJ_Q_Rﬂ“
4 4 Vv H ( v e
4o
7—D P _Q_R(_Cﬁ],a__ﬁ
V a7,




Bilanca substrata:

Vtok — Iztok - Nastajanje = Akumulacija

Stacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0

1

4oCso — 9oCs — Y_ﬂcx1V =0/ ooy ‘
X/S R« <1 2@ I-
1 A
@Cso ) Q_ocs — o Heyy = 0 T

Ho'sPl D | N e [ Fo, XS X
V Fu.S, (FotFR) (Fot+FR) i L
1 X i e X1 #-
Dleso = es) = e R ’
XIS ’

=]

¥ ¥ o

Y. SETR S A

X/S . ¥ ]

H = _D(Cso Cs) L et s
Cx1 Ak ]\

P



E
Parameter | Vrednost
D/hT 0,1
w../ht 0,5 e
Ko/g/L 05 ; |
Yoo 0,8 g
cs/g/L 1,0
a/h’ 0,001 -
vrijeme. h -

:. R
'_l'
r
214 "%



a=0.001

A1

a =l)
a =005
a =i).1

1.0} o

T
=

10y =

I
HI
e

/8 “asewionq eloenuaduoy|

IR

I
Gl

I
i

vrijeme. h




Sarzni bioreaktor z dotokom substrata (fed-batch)

Bilanca substrata:

Y
Vtok — Iztok - Nastajanje = Akumulacija % -
Nestacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0 {,,ﬁ_ﬂﬂ
1 d(cg?) | _

CoV NI VRl Samas S Wl Y Ry

dCso Ve HCx ds
| dc dv —

Cop — — OV = —2V + —c /2 V Vo X 1S !
9Cso Ve HCx i s NS
dv fed
A 4 _ pi.
dt 4 1% D
q 1 dcg q :

—C = W = —V + B dC
e Yx,sﬂ £ dz y oo d_: = D(cgo — Cs) -




Bilanca biomase:

Vtok — Iztok + Nastajanje = Akumulacija

Nestacionarni proces: Hitrost akumulacije = 0

d(cXV)
C =
HCx ds

dc dV
@Y= MR T4 S gpisien ounill L
Hox dt a7l
ar
d¢ 4

dcy q
Gy = fa
e ds Vi
e o et

cy dt V




Parameter | Vrednost
D/hT 0,1
Way/ N7 0,5
Ks/g/L 0,5
Yys/ 0,8
cso/9/L 1,0

o

e Biomasa
E- -
T'E L
5 044 -
g
Supstmt -/J
% - A
vijeme, h " »
] 5 ; :
[ INE! =
:.. "' l-‘- =
G ot w7
e
L
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6.1 Encimska fermentacija

Izraz fermentacija lahko uporabimo v njenem pravem pomenu be “
(to je proizvodnja alkohola iz sladkorja) ali pa splo$no.
Moderna definicija fermentacije:

kot elementarne fizioloSke procese z delovanjem zivih organizmov.
delimo na tiste, ki so katalizirani z mikroorganizmi (kvas, bakterije,

Encim se ne reproducira Mikroorganizem se reproducira




. Michaelis Mentenova kinetika

V primernem okolju in ob pravem encimu, bo reaktant A reagiral do produl

High Cgg At high Ca: The rate is independent
of CA

E At low Cp: Rate « Cy, hence the
A >R rate is 1st order with
respect to Cp.

Low Cgg At all Cp: The rate is proportional
to Cgq, the enzyme
> concentration

Ca

Py J,
Slika 6.1: TipiCna r = f(c,) krivulja za encimske reakcl% ‘:' Z;
" #
l-.. ; ‘




Michaelis-Mentenov dvostopenjski mehanizem:

A+Ec——> X % 3sR+E

ks sy FEQ
=cz +Cy j |
% +— Stacionarno stanje K — ky + Ky :
Pomen K,
| Ao ledi
z i =—==0= k1cAcE—(k2 + k3)cx sledi

dt

\

Cy Cp enmmvkompleksu

c: Ky prosti encim

222 %



Posledicno velja:

Ko je cp = Ky, - je polovica encima v prosti obliki, druga
v kompleksu

Ko je cp >> Ky, ‘ je ve¢ina encima v kompleksu

Ko je ¢, << Ky, ‘ je ve€ina encima prostega

Rate: —ry = rg First order behavior
A /— when Cp << Cy Zero order behavior
/ / when Cp >> Cy
fmax=k3Cgo [~ ——————frmm A _
)
7 i
. - / : Rate-concentration curve
r = max _ %3%E0 _____,/_ . for Michaelis-Menten
2 2 / : At Cp = Cy, half the kinetics
Initial slope: —_ : enzy";e o comb:r:,i,d
_ klks I orm and r = —"'2-'-
Nk + K Ceo l
2 + 3 : CA
Caivi O s kz + k3
A=Cu=

ky

Slika 6.2: Posebne lastnosti M-M enacbe.




a) Sarzni ali cevni bioreaktor

A Vcéasut=0 v casu t
C Cc
_K|n4ﬂ4{c —13):kc t 3 N
¥ Ca S PR Ceo \\ ] CET Ceo
Cro=0 Cr
A
First order i hed
\ /— Irst or aetr':)swagﬁroac e
& Shift at Cp = Cy
Zero-order is approached
at high Cp
£q.5
0 =
0
t
Slika 6.3: Koncentracijsko ¢asovna odvisnost M-M enacCbe k

A=Ky +kycep——

t

In A0 Cpno
Ca




CEol

Cw
/7 ks

I,\
I

This plot gives one
line for all Cgg

- In Cﬁoic‘q




b) Mesalni reaktor

AUACACE "G _(CAO_CA)(KM "‘CA) éo
_ oy Ceo
I W Y (CAO _CA)(KM +CA)
aCeol =
Ca
CenCpA T
Po preureditvi: Cp = _KM 4+ k3 E0™A
Cao ~Ca




— One line for all Cgg

CEOCAT

CM + Cmr Cﬁﬂ" Cﬂ

At high CEO




c) Alternativne metode za dologitev & in K,

Postopek:

1. Merimo c, (iztok) v odvisnosti od r v kateremkoli od treh idealnih

e\
2. Dolog¢imo — r, pri razli¢nih c, "

za Sarzni oz. cevni reaktor: = de, «—— Ovrednoti
dt
Cpo “CpA Iz vsake

.
3. RiSemo r v odvisnosti od ¢ in dolo¢imo obe konstanti na d

za meSalni pretoCni reaktor: Vo =

-7'p = f{-ralCa) Eadie — Hofstee-jev diagram ali

1-ra=f(1/cy) Lineweaver — Burk-ov diagram



Eadie-jev diagram

1:]“73_K|\/|

Ceo CeoCa

: zevo order fes\nke
Amer KT/ (hgh Ca)
%
-Ta YJ\( Sloge =-Cp
Ceo .
ﬂrsl- ovder
behavtor +
o L_ClowCad \*‘( i 1
o’_{ _‘F_}_' CEOCﬁ d
i_one lme for w i, separake lwe fov
ol Cgo eadn Ceo




Lineweaver-jev diagram

C K, 1 1 1 K, 1 1
EO __ M 4+ ) — M 4+ o
.k R k :
N 3 Cp 3 N 3Cg0 Ca 3CEo
ond W 8rap\f\téal Form k] 'Iamcgo
O -, . lne
.:?—; y h@«&—b
J Cx
& ¥ slope=
_—L: i Slopea _.E‘_ ///‘4 kacto ".- ﬁ.
'<3 2 Ftr.si- ovder
’," // i behavior
e 1 A wrad e ‘(tDmeD
1 o) Ca et 37RO | . zewp order requme
C A L= Chagh Ca) -
one lwme 'R:r( -1 e} A
al Cep ~ CM




ll. Inhibicija s tujim substratom : @

a®
Prisotnost substrata B upocCasni encimsko reakcijo — B je inhib#tary

-
4% 2< S J'.
4 : e : .'/
2 &
* o
/C(ompgt!tive \ Noncompetitive / - -; =
inhibition inhibition | £ 2l
y “
L]
| \I ®
&
Slika 6.7: Preprost prikaz delovanja dveh tipov inhibitorj v.::' A
" a I;' :"'
¥
.o § A
E ot
[ K ]
AT



Pomen inhibicije v farmakologiji:

Studij encimov in inhibicije je najpomembnejsi pri doloéanju delo‘v aMas| °

o*

obstojecih zdravil in pri razvijanju novih. Ta pristop je v celoti sprgmehi

smer farmakoloskih raziskav v zadnjih letih.Glavna usmeritev da

 biokemijske raziskave bolezni in

* sinteza prepratov, ki bi kemijsko zablokirali delovanje odloCilne

encima.




Kinetika kompetitivne inhibicije W ~/

Za A in B, ki tekmujeta za isto stran encima, velja mehanizem: | f f

e o |
Al teE =R RV AE 1
k2 /ﬁtekmuje le za prostij T\ !
+ —4> - encim 11 1.
S : I ﬂ i
Hitrost reakcije je: Koncentracija enc;{n{? jett * {/
dcg oo =c. +c Med |14
]/'R — = Eit k3CX EO E XT_ ] : ' _! 'r;.
dt "y {j A IIII":T
de, EFis
—X =0 =kecace —(ky+k5)cy 1 [’ \
dr (o O 6
de, WrZ
—XL =0 =k,chc- —k.c B
ds 4B EERIEBIN : _i\;
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In konCno predpostavimo:

i 7"/

SRR e

ali najboljge od vseh: €Bo = Ceo

S kombinacijo vseh enacb eliminiramo cg, ¢y in ¢, in dobimo:

ksCeoCa _ KsCeoCa
Ky, +cp +Nego K, Ky (1 +Ncg, ) +C,

kierje N= (ﬁj
k5

R =




Kinetika nekompetitivne inhibicije

A+E:<_—1>_XL>R+E

B+E’;<:>“Y

B+X#>Z

Hitrost reakcije je:
dc

WGICRRN

LR i K3Cx  in za intermediate velja:

dcy

E:O =kicace + kyc; - (kz +k3)CX — kgCaCx
de, d

0=k IR =i 6 5 A0 a6 o e

d¢ d¢
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Encim je lahko v razlicnih oblikah, torej:

Ceg = Ck -I-CX -I-CY +CZ
Zaradi poenostavitve matemati¢nega problema uvedemo predpos

Cgg = Cgo IN Cpg = Cy

S kombinacijo vseh enacb eliminiramo cg, ¢y, ¢y, ¢, in dobimo:

k3 L.
!‘ -
&

CenC
E0Ca
. k3CEOCA . (1 + I‘CBO )
3 _

- K, +c, +NK +L
M T Ca MCBo T LCaCRo K, (1 +Ncg, j_l_ Ca

14+ Lcg,
Kier N= (E] IRRAL = (EJ
k5 k?




Razlika med osnovno enacbo hitrosti encimske reakcije in enacbo, i
uposteva nekompetitivno inhibicijo, je v konstantah i; in K

-" 3
ks |
Zamenjamo k; z (1+Lc ) ¥
BO
|
in KM 7 KM 1+NCBO ; i i
1l 5 e -'/




Razlika med kompetitivno in nekompetitivno inhibicijo
na osnovi eksperimenta

» Uporabimo eksperimentalne podatke c,= 1(¢) ali 7, = f(c,,)
» Grafe ustrezno modificiramo

Competitive Noncompetitive
A Cgo=0 Low Highc A
Cholme G B e 8 b Tme0  Lw
This curve This curve
from Fig. 5 from Fig. 5
Cao—Ca
In CAU’!CF\
Slope = k3
0 C > 0
Cm Cu(l + NCgg) Cu Cu(l + NCgg)
1 k3 k3 1 k3 k3
/ /
/ /
/ /
/ /
-Cy - -Cy -




k3

+ NCgp)
Call 2




DoloCevanje parametrov na osnovi podatkov proizvodnost/koncentrg @
(neodvisno od vrste reaktorja)

o
& = i ]
Cowpeﬁh:re Non competitive 3
4 |
k‘a“ 5‘0?2 = _CM k; 3
- ==Cn(1+NCqp) slope = ~Cy S :
T‘R_ ) I A|| 1
CEo °
- [ ]
- CBO‘O C30=0 8 L
X L
oL _ - o
° ks Xy - ka  Ceota
Coq (14 NCeo) Cwm Co (14NC ) Cm ' F f r
I -g- A%
: IS Ly . . il A
Slika 6.9a: Eadi-jev diagram za razlikovanje med kompehtwﬁo Ve d
in nekompetitivno inhibicijo. g 2 'l\
’
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lll. Inhibicija s substratom

A+E+<;>XL>R+E

A+X<_—:‘_—>Y

Hitrost reakcije je:

dc /'
Iet'ss d—; = kBCX I r-* .:
decy e L | 4
E:O = kcace + ksoy — (ky+hy)ex — kydicd 4 A
o

=N Be € Cave 120y

d¢

241



Encim je lahko v razlicnih oblikah, torej:

S kombinacijo vseh enacb eliminiramo cg, ¢y, ¢, in dobimo:

. = K3CeoCa S i k,
K,, +c, +Nci, 5 k.




Mgl T

Cao” Ca

‘“'C“?/c ”




ENCIMSKA REAKCIJA V MESALNEM
PRETOCNEM REAKTORJU

Substrat in encim tedeta skozi mesalni pretoéni reaktor (¥ =6 L).1

P

erle

vtoCnih, iztoCnih koncentracij in pretokov dolocCite enacbo hitrosti rea % je,
Ki predstavlja delovanje encima na substrat.

ceo/(MOl/L) | cap/(Mol/L | ca/(mol/L | g/L/h)
0,01 1,0 0,1 0,3
0,01 1,5 0,5 1,0
0,01 2,5 2,0 4,0

" "'": "
(- 1
a e
',
244 H



2V | T
q i T Ceo
20 0,045 45

6 0,1667 | 16,67

1,5 0,333 33,33

Eadie-jev graf:

s G [agte A
=k, — K, ( j
“Eo CeoCa

Iz slike: & = 50, Ky, = 1

= 50 CeoCa mol
: 1+¢, Lh

R



Reaktant A (substat) v prisotnosti encima E razpada. Za studij obpasa jar
encima, smo uvedli A in B v Sarzni reaktor in merili koncentracijo jA pri
razliCnih Casih. PoiScCite enacbo hitrosti reakcije iz naslednjih podatkaoy:

ca/(mol/m3)

1200

340

100

30

t/h

0

1

4

S}

cgo = 10 mol/m3

RAZPAD REAKTANTA V PRISOTNOSTI ENCIK J,'Ll
V SARZNEM REAKTORJU

[ L




/ c Cao ~ Ca ICg
A IN(cao /ca) |IN(cao 7 Ca)
0 1200 - -
1 840 1009 28,0
4 100 443 16,1
5 30 317 13,6
Gl NG Gend,
AO : Al S +k3 ECO
In A% [fEtane
Ca Ca




1000 -

800

neso=ex)  aon ] naklon = k, = 48 ;
KM
_:7 &
200 A 3 .
Icg, ™ o
IN(cpo/ca) :n :
. "
Ky =7k, = 7T x48 =336 A I\
# ". ! .
" a IE' :"'
§ _ L 48 c.,c, mol |8 2
Enacba za hitrost reakcije: |—7, = 3 o T
336+c, m°h| &« 4\
248 '



Ogljikovodik A razpada v prisotnosti encima E. Hkrati sumimo,

ogljikovodik B vpliv na ta razpad. Da bi preucili ta fenomen, izvajam
v mesalnem pretocnem reaktorju (¥ = 240 cm3) pri razli¢nih pretokih i

razlicnimi koncentracijami A, B in E.

a) |z podatkov doloCite enacbo, ki predstavlja hitrost razpada!
b) Kajlahko recete o vlogi ogljikovodika B pri razpadu?

c) Alilahko predlagate mehanizem tega razpada?

DOLOCANJE INHIBICIJE V MESALNEM  /
PRETOCNEM REAKTORJU LR

da imak




ca/(mol/m3) | cp/(mol/m3) | cgo/(mol/m3) | cgo/(mol/m3) | g/(cm3/min)
200 50 0 12,5 80
900 300 0 S 24
1200 800 0 S 48
700 33,3 33,3 33,3 24
200 80 33,3 10 80
900 500 33,3 20 120




a) lzraCunamo podatke za Eadie-jev diagram:

T =— _rA —

q T Ce CeoCa
3 50 4 0.08
10 60 12 0,04
5 80 16 0,02
10 66,7 2 0,06
3 40 0,05
2 200 10 0,02

L »

“ :
KM__ 200 P AL N AL | T "}
N=L 1'% Loy, o1 291 383 't At
ks = 0,1 Ky =20 N = 0,01287"*

291

“;“:H‘l i . § ..






i} K3CeoCa £ 20¢gyC )
Ky +ca +NKycgo +Leacs, Ky +c, +0,01287(200 + ¢,

r

b) Nekompetitivha inhibicija

TA+EE X5, R+ E
k
B+E—> Y kg
ks Neodvisen napad
B+ X2 Z :

k7



6.2 Mikrobioloska kinetika

NajpreprostejSa situacija:

* mikroorganizem C A T > C + R

* en tip hrane A (substrat)

}

{1 . '.I
Primer: ;:H/ :
Proizvodnja vina :

grozdje, sadje
Krompir...

] <l 5 (vec celic)+(alkohol) J(—ﬂf'

Cid¢enje odpadne vode *” .
( produkti razpac]a;,j' A
COH, O 8 3 0N

organski odpadki) —=— (ve¢ celic)+(



k

Maximum slope,
. maximum growth
rate of cells,

growth
curve
: A Maximum growth
High Cp, / rate
.. cells have e — o
more than
enough food
Ca
k k k
2 o (CA+CM)
|
|
|
I
| » Ca
-_—

Low CA? —_— CM

thus cells are
starved for food

Here the cells
have plenty
of food

Slika 6.11: Rast celic v okolju s konstantno sestavo.

Rast celic je definirana z Monodovo kinetiko:

H = Hnax

Cs

K¢ +

Cs

ke, c.

Ve=

oziroma =
KM + c,

&




b) Sarzni fermentor, kvalitativno

Celice se mnozijo, sestava substrata se spreminja in nastaja produkt, Ki je

lahko toksic¢en za celice.

Lag

Cells start
dying

Exponential
growth

Stationary

Y

Time

L]

7O

EnostavnejSa razdelite¥ fazij| 1+

* prilagajanje

* rast

» stacionarno stanje
« umiranje celic




Prilagajanje

Other forms of lag curves are
Usual form of lag curve sometimes observed, for example
A A
& Old cells need Mature cells have the
.,EJ more Flme least trouble adapting
= to adjust
-
Young cells adapt rapidly
Age of cells introduced into Age of cells introduced into i
fresh medium fresh medium
Slika 6.12: Cas prilagajanja celic na novo okolje.
-
Rast in stacionarna faza b

Rast se lahko ustavi ali pade:
* pomanjkanje hrane
» akumulacija strupenih snovi (glede na celico)




N - '.‘:'d' : I F. "'J-‘ l i 4 :1 ¥ = I-. . ¥ iy .\_r —_.-.1 l-.l: " a..
. - —_— h‘. - -'I j..Ir 1 :.r'tJ llf. 1_‘: il ;-”'_i' ‘!I l.l‘ ‘."_ '“"‘1 -1.”
Soa Substrate limiting Poison limiting ::-
by i (final C¢ depends on the initial (Cc never exceeds a certain value. .
s 1 A amount of food. Product does Product slows and then stops
s not affect the rate) the reaction) ’ 2

cak A Start with A -
-"'JL_ ) much food i

N 9: Rapid high Cao
growth

Start with
little food
Slow
growth Low Cpp
Ceco N

In general

Maximum final cell
concentration in the
batch Cg, max

Here production of poisons
For an initial limits cell growth
concentration Cpg
in the batch here — Here availability
is the maximum of food is limiting
cell production >

possible Cié



c) Mesalni pretoéni fermentor

* Celice so v okolju enakomerne sestave
 Prilagajanje ni potrebno
* Celice se mnozijo s konstantno hitrostjo, ki jo doloCa sestava fIU|da (Mono-
dova enacba ) |
Cr ot I
K, tca

* k je odvisna od temperature, prisotnosti elementov, vitaminov, « | _:
toksiCnih substanc, intenzitete svetlobe, ipd. :

d) Porazdelitev produkta in izkoristki |
A —— [@C +(IR P

\se spreminjata ko reakcija napreduje
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i/ Rt de O
'y d(A) Yom = Yric Yo
d(R) - Yoo =1/ Yo
Yo = d—
(A)
d(R
Yoo = dE ;
Po uvedbi predpostavke, da so izkoristki konstantni pri vseh;;’ s

Cc —Cco = Yo (CAO _CA) ali o =cgy + 15 (CAO _CA) e
G Gan— = (CAO —CA) dlify | G4 =G s S (CAO _CA) ,:‘ ?
o

Cr —Cro = Yric (CC _Cco) all cg =¢ng e (CC _Cco)




F
oY
e) Kineticni izrazi
f {'&E
1. Razpolozljivost hrane d -

A+E =X pri visokih ¢, 7, = ke
Zaencime: X SR+ E :> pri nizkih ¢, 7y = kg

(@)
e
a o

Za mikroorganizme:

A i Cmir ﬁ Cakt

Cr s 2GR :> pri nizkih ¢,




2. Vpliv skodljivih odpadnih snovi

Kinetiko pada:

n

K=kl 1-& \
/ CR k
Red

Activity stays high until close to Cg

Linear decrease in rate

constant as R builds up
Konstanta, ko ni zastrupljanja o ne1
Skodljive snovi , i J
0 et " “
Concentration of waste where —/ n
all cell activity stops _-F
4 -
1. “a -~
:.. "' l‘- L
Slika 6.15: Vpliv koncentracije R.na= < *
&8

hitrost rasti celic’ .. .]\
s
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3. Splosni kinetic¢ni izraz

NajpreprostejSi izraz za Monodovo kinetiko, ki uposteva pomanjkg
hrane in prisotnost skodljivin produktov pri mikrobioloski fermenta

CcCa
K, +c,

_ _ _ !
—Yop =lRYor =1 =k

Sl

£
PosploSena Monodova enacba »

Reakcija oz. razmnozevanje celic je lahko upoCasnjeno zar
» pomanjkanja hrane (lakota) ali
« nastanka nezazelenih produktov

PP



Vsebina predavanj

1.
2.
3

Sl

Uvod

Osnovni pojmi biokemije
Bioreakcijska kinetika

3.1. Encimska kinetika

3.2. Mikrobioloska kinetika
Bioreaktorji-vrste

Tehnoloske zahteve pri na¢rtovanju bioreaktorjev
5.1. MesSanje

5.2. Prenos snovi

5.3. Prenos toplote

Modeliranje bioreaktorjev-splosno
6.1. Encimska fermentacija

6.5. Primeri
Aerobno in anaerobno ¢€is¢enje odpadnih vod
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(©
L ] L | b 4 L %] L ] L ] f,/
Mikrobioloska fermentacija-pomanjkanje substrata ,;f /
'
N CEC ¥ f{
—Ta Yo =RRYer =1 =k se poenostavi A [ |

IR
cta 3 . [ L
kjer je cc —cco = Yo (a0 —Ca)
I AREC x 71

e = —Tadgp =

Maksimalno hitrost dobimo z odvajanjem:

Camax = \/Klsl + Ky (CAO T YA/CCAO) - Ky

Graficni prikaz odvisnosti proizvodnosti

od sestave —




a) Sarzni (ali cevni) reaktor

Uporabimo osnovno enacbo obratovanja:

|

t_T_J'ch: jKM+CAdCC ijA i, J-K +CAch1‘.

k. ‘C;)A Ypcte YA/C/CCCA 3
i =1t (Gicits) Cco Yo (Q_&o.‘%}f /1
Po integraciji: It o |
K C K
kt, =kt = M +1|In—— M 1{In
+ Y, ~C C Cpg + YaroC C
Cao T LacCeo Co a0 T LacCeo AO

Oziroma, Ce je enacCba izrazena glede na produkt, upostevamo:

Cr =Cro t+ Ixic (CC —Cco) =Cro T Yrin (CAO _CA)
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Often very
close to
exponential

Run out
of food

Deviates from

the exponential

if both Cp and C¢
change appreciably
during the run

Start with

Start with
high Cgo




Eksperimentalno doloc¢anje konstant Monodove enacbe

a) Preuredimo enacbo obratovanja:

t, Mt . M( Inc,, /c, KierfB M=
Ince /6eyi k00 kU DG, /. Cod

_M
Slope = P

Intercept =

L]
N In (Cpp/Ca) - \ .‘ 4
OO J In {CchCQJ L .* :.,
“a .
™ L]
: & ‘ l‘
.b 2 o4

Slika 7.2: DoloCanje konstant Monodove enacbe-Sarzni reaktor, r?)etoﬁa'-‘é . -I\
C "
'
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b) Iz deg/dt

doloCimo 7 in preuredimo Monodovo enacbo:
cc 1 K, 1
=—+
. k k c,
A
Cc
'c
=M
Slope = .
P
»7 a Intercept =
-~ k
P o b
] 0 Ca
Cwm

y
:

of *

#
Slika 7.3: DoloCanje konstant Monodove enacbe-Sarzni reaktor, rglreto ab) *

ot te
aa

L ]
’ R
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Opombe:

* Metoda a) uporablja vse podatke direktno in je prikazana s prerqfé’ ;
je zelo primerna.

C y . .
kt. =In—= krivulja eksponentne rasti
Ceo

litiCna in enaCba obratovanja

K 650 C L . ey
kt, = M In-22¢ znadilna S oblika krivulje.
Cao T YacCco  CaCeo

«za zelo visoke c; ne moremo uporabiti Monodove enacbe brez-qu* téyan
zastrupljanja s produktom. 2. = ?*

a9
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- za Cepasti tok z obtokom, s ¢, # 0, postane izraz za obratovanje:

CA0+RCAK
R+1
c, + K C c ..
7 =(R+1) j A Mdc, S g
3 Ypckeace Cco cc k¥
S W |
K L4
| [ °
Cco Yo (CAO _CA) J o |
Po integraciji: (1" e/
K c~(c.n +Re con+ K. +Y. c~ (1+R
kZ'Z(R+1) M In C( AQ A)+ A0 M A/C*CO0 In C( )
Cro ¥ YacCoo  Ca (CCO + RCC) Cpo + Ky, Ceo +Ree

i | ‘il | 1
f \
IF .

f
L
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» za Cepasti tok z obtokom in ¢, = 0 se enacba poenostavi:

Ky In Cao T Re, + |n(1+R)

Cao c R R

kt = (R+1)

cevnega reaktorja je zamudno, zato raje uporabljamo podatke
reaktorja.




b) Mesalni fermentor, ¢, =0

Predpostavimo Monodovo kinetiko brez
zastrupljanja produkta, s konstantnim izkoristkom

in brez celic na vtoku.

EnacCba obratovanja za mesalni reaktor:

r =8% Kerjei=A,CaliR
]’i
kr, =—utln ali =
Ch kr. —1
Y (K, +cC\y)—C , K
kTm — C/A( M AO) C all CC — A (CAO . M
YoinCao —Ca kr,, —1
K, +cy )Y, —cC , K
YenCao —Cr kr,, —1

velja za:

kt 21+&

Cpo




Za doloCitev konstant Monodove enacCbe preuredimo enacbo:
1 k 1
o, Ky UKy

: k
oint =
PN c .
Cao
, T!'H : &
l Twashout -
k '.

Slika 7.4: Dolocitev Monodovih konstant iz podatkov mesSalnega reaktbrja.

h
&+
#
.'l
a" o
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I’. 1 of [
_,._-,"q.ﬁ' itk
g T ¥
- -E,u_-l, it 2y

I

mi g&" "' "‘ﬁﬂ""\‘k

Shope of curve Maximum rate:

» theve always
when CA'( CM the curve 15 owa |

\s sgmnetrm

Ca

Mt'mmom Ten poss'lblez
f Ts any swmaller than
that shiown no reacton
will ocevr and all cells
will wash ovt




& @Cmﬂ
G optimin = 57—
Ce,optimum N
CC, max. possible N+1
N-1 cells
Fc_ max = (Ucc}mt = kV@ Cm (m 7 |:—-§--
Cao

where N = 1+a

Highest production rate
of cells: C,opt = (Ccff}upl[

Maximum consumption rate of A

0

If Cm == then —/
washout occurs here

CA.O"'CM.(N-I- 1)_ N
Cno N ] N-1
Washout occurs here. Maximum production rate of cells
* (maximum rate of everything)
occurs here.

——— e s e
——




Optimalno obratovanje mesalnega fermentorja se pojavi, ko je:

Ch 1 Ce _ N - N
Cao N +1 | Cc,max mozna N +1 | P N-1

|zpiranje se pojavi:




c) Mesalni pretocni fermentor, ¢, = /6

br — (a0 —¢a)(ca + Kn) f& .‘. |

mY,
acCcoCa T Ca (CAO —Cp )

d) Optimalno obratovanje fermentorjev

" ;
Ly -
1] {{- .|I “
N
ﬂ o T x
o l-
Cro

Slika 7.6: Hitrost reakcije v odvisnosti od koncentracue j\
za Monodovo kinetiko. 278 g
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MONODOVA KINETIKA V MESALNEM

- REAKTORJU

Na primeru bomo pojasnili pomembne optimizacijske principe, ki V
nacrtovanju mesalnih reaktorjev, v katerin poteka fermentacija.

k=2 cpp=3 Ky=1 You=1 V.,=1 zavsak reaktor

PreuCimo naslednje kombinacije mesSalnih reaktorjev:
a) MesSalni fermentor, g =3

b) Mesalni fermentor, g = 1 «
c) Mesalni fermentor, g = 1/3 ]
d) Dva mesSalna fermentorja, ¢ = 3

e) Dva mesSalna fermentorja, ¢ = 1,5
f) Dva meSalna fermentorja, ¢ = 0,5




Resitev:

/‘/

|z optimizacijskih pravil za fermentacije v mesalnem reaktorju ( sllk 7 5)
najprej izracunamo:

a) VISOk pretok g = 3. Ce ves vtok tece sk02| mesalnl reaktor, je blv '

|zperemo Zato uvedemo mimotok in omogocCimo optlmalncﬁ
b) vmesni pretok, g = 1. Ce ves tok tece skozi reaktor, imamo
s tem optimalno obratovanje.
c) nizek pretok, g = 1/3. Bivalni Cas je 7= 3, kar je veC€ od opti
Pustimo, da vse teCe skozi reaktor.
d) visok pretok, dva fermentorja, ¢ = 3. Tezimo k optlmalnemu T, ki j@ 1# d
Torej skozi oba uvajamo pretok 1. Preostanek uredimo z mlmotokom

280 .



e) vmesni pretok, dva fermentorja, ¢ = 1,5. Najbolje, kar lahko stori
da deluje 1. fermentor pri optimalnih pogojih in mimotok speljem
mentor.




- CEVNI FERMENTOR IN MONODOVA KINE

PrejsSnji primer razsirimo na situacijo, ko namesto mesSalnega uporabljam
cevni fermentor z ali brez obtoka. PoiS€imo optimum za naslednje sjtuacije.

a) V.=3,g=2
b) V.=2,9q=3
Resitev:

Uporabimo optimalne pogoje od prejSnjega primera:
NS N S e 24

o] izp

a) nizek pretok, 7=V /q = 3/2 = 1,5. Mozni sta dve optimalni posta

&

L1

.
L
'




b) visok pretok, r = V/q = 2/3. Ce bo ves vtok tekel skozi fermentar) b
imeli izpiranje. Zato uporabimo konstrukcijo na spodniji sliki.

{®



- SR aTR z AR e A I 4.

Mikroorganizni E. coli v raztopini glukoze rastejo po Monodovi

~ 40 c,c. kg celic

kinetiki: .EA(

oz

Ie =

Pri katerem vtoku raztopine glukoze (c,y = 6 kg/m?) v meSalni

(¥ =1 m3) bi dobili maksimalno hitrost porabe glukoze in ma
vodnost celic E. coli?

o 301 : kg glu
kierjie Y., =0,1 in¢c, =
. +Odbmiahal L GA % m




Resitev:

C N
N= [1+-22 =4 = =0,333h
T i (N-1)k

Snovni vtok glukoze:
kg
h

Maksimalna hitrost porabe glukoze:

qAO,mXA,opt:18( ) j:18(gj:14,4 k_hg

drom = (qCAo )opt =3-6 =18

N+1




P ._; :I.': . p e -_ " ﬁt-i- o '.l-‘-'_-_."; _'_..i_‘_}
e Maﬁsﬂnalna prclz.vodnost cqlic E coﬁs;
k '.- , i ..- "h i F :

: | -|!
'-.'" '-.."Irl'

qoptCC opt 3 |




- B D AT e A

E. Coli zivi in raste na manitolu po naslednji kinetiki:

e, c. ~ g manitola

C
’ A ’
cp+2 m’

Ie =




ReSitev:

B 122C.Co
o O 92 You =0,1 : ¥/
14 CA0=6g/m3
==l
q

|z enacb na strani 11:
i KM 2
G = =
kr,-1 (1,2-5)-1

In dalje:

¢ =Yy (cag —c4 ) =0,1(6-0,4)=0,56 g/m’




IZBOLJSANJE OBRATOVANJA FERMEN
]

Resitev:
1.2
Vo = CaCc YC/A =0,1 Ol = 6 g/m3
G <P 2
Fi
Trenutno, V'=0,75 m3 Vv :
/ r=—=0,75h kr=1,2x0,75=0,9;
q=1 ;4 g
Optimalno: :- |
kTOpt:L, kjer je N = 1+Cﬂ:\/1+§:2 } : : .
N -1 K, 2 . i\



8 S
kTopt =2 Topt = 1,_2 " g
V0,75
=L =22-0,45
i 5/3
CcanlN 6-2 g
2l Y A0 - —_— 4_
Cc opt CIA AT 41 2 41 0, m°
Z mimotokom:
cc =04
dimiads = Ho0; / > Ccizox = 0,18
q,= 0,55
Torej,

Coimox = (0,4-0,45)+(0-0,55)]/1=0,18

9
e




,s

Mikrobioloska fermentacija-inhibicija s produktom ;%

Splosna enacba, ki uposteva inhibicijo s produktom:

L A4S CcCa red zastrupljanjg

l; _I"
C R*C/R

konstanta, ko ni <
zastrupljanja upada z nastajanjem

produkta

n

[ "ﬂ..;-'..'\b
v
&

V posebnem primeru, ko je dovolj hrane in je Cp > KM Inn =
enacba poenostavi: :

o =t¥or =k | 1-—|cc
Cr
Zz

e

Reakcija se ustavi -




Enacbo razsirimo na sisteme, ko je n ¢/1

C C
Y g R i, R
CRr CRr

Maksimalna hitrost nastajanja produkta se pojavi, ko je

1

*
CRmax = E(CRO +Cr - YricCeo )

Graficni prikaz enacbe za

rein rg —>




V4
/.

f /
a) Sarzni ali cevni fermentor za kinetiko zastrupljanja z nf:- 1 {*”
i

visoka ¢ visoka 5(. ¥ 1'..
Potrebni Cas za dosego dane cg c_,Ao _fﬁ”'*. i)
dobimo z integracijo: 2. - =
CRro
R
P FUElEE

R té = . o Cr d b

o 'R — k m (CR_CRO +YR/CCCO) '

CR
Rezultat integracije je:
c. Ce (c
kt. =kt = R In

Cr — Cro + YricCoo Cco (




f R wﬁﬂ" m*& *"f Ui

Maximum rate
here




Najboljsi nacin obratovanja cevnega reaktorja: " @

CcorCro =0 ¥
- ._ i &
At high conversion %" »
(1) :
R=wx 2
|
Bypass the o
At low _ /_ excess fluid . L
QL 10w conversion &
£ :
Ct 2 "
[ L ] o
Keep al(%: =% because JR:M :- :
here the rate is maximum "
. "
. a\rF
& L]
- _f >
. - q . . 4 ¥
Slika 7.8: Optimalno obratovanje cevnega fermentorja za kinetike ) + 4 "
zastrupljanja. A gde
o



I

b) Mesalni pretocni fermentor za kinetiko zastrupljanja z

Za primer, ko zanemarimo fazo prilagajanja celic, ki vstopajo v fer,_rﬁé\ntor;r/\
& =f

]
=

T = CRaEi RO s Cr — Cro visoka cpg [
m w
K (CR 7 CRO 3k R/CCCO ) v :
R gog .
Ce sta Cgg,Cro = O, se enacba poenostavi: J i
k 1 { . F
C . 1A
— R _ 3 -
kTm - % — Za kTm 21
CR - CR 1 CR o
S ,
\ Cr k >
[ ]
\ .

YaicCe = Yam (€a0 _CA) :



0

0

fermentorju (zastrupljanje s produktom).




. H%*_:EF

This graph only for
Ceo=0
Cro=0

Largest slope (the tangent to
the curve) gives the highest
production rate of R

Best operating conditions are
represented by this point. Here
kv Cg [mol R]

FR, max = (WCR)gpt = 2 s

[ B e e

\ Optimum 7 is just double Tyashout




Optimalno obratovanje vecCstopenjskih sistemov dosezemo na isti na": |
kot pri sistemih brez zastrupljanja. Splosno pravilo je, da uporabim

mesani tok za dosego cry/2. Nadaljujemo s Cepastim tokom.

Mesalni fermentor z kinetiko zastrupljanja in n =1

Za kinetiko n-tega reda imamo:

-

oY N
I’R:k 1-65 CC kobsﬁk(lcﬂ)n\\ / \
R w / \

A n
kobs = k Y/_

Slika 7.11: UpocCasnitev reakcije v odvisnosti od reda

zastrupljanja.

T
oo

'

oty

I'.I-
" g

L
L

L




kr ‘R ~ CRo

(CR —Cro T YR/CCCO) 1-—=

Poseben primer, ko sta c., in ¢z, enaka O:




Slika 7.12: ObnaSanje mesalnega fermentorja za kinetiko

Maximum
Cr slope [ Conditions of maximum production rate
CR.opt"‘ g AL n \"
! Vopt = kV(——)
E 14 | n+ 1
q' | kVCR* H"
! ) TIN50 VO Wit ol
R, max RY/opt
- : P (e 1]
/// | Cr
= | MRomax=\7
" I | m, opt - e
+

zastrupljanja.

logz,,

*
Cr

*k

Cr —CR

-logk + nlog

log 7,

Slika 7.13

Eq. 15

log X

0
o
o
1

: DoloCanje kineticnih konstantza ; 5
podatke meSalnega fermentorja.
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- PROIZVODNJA SADNEGA NAPITKA 7’
/i
f\ :‘/\

Zdrobljeno sadje (A) fermentira in pri tem proizvaja alkoholno pija
kinetiko zastrupljanja:

A—5R+C k=+3, b’
n n=1 v pomladnem Casu
k( j Cr ¢~ = 0,12 kg alkohola/kg razt
G5 :

0 =1000 kg/m?

Kaksna je najvecja proizvodnja alkohola (kg/h) v komerc:laln%n
preto¢nem fermentorju (7,,=30 m3)? Prav tako izracunajte ko ce
alkohola v napitku in potrebni vtok zdrobljenega sadija.



Resitev: / ‘/

|z podatkov in iz slike 7.10 doloCimo optimalne pogoje obratovanja&

o 0,12 kg alk 1O3kg razt) _ .4 e
i kg razt m® razt

=6 % alkohola

C 120 kg alk ) 1 kg alk
CRopt = ;_( g j—=60 -

m 2 m>

|z slike 7.10 doloCimo toCko izpiranja:

1
kTin = 1 Tizp = ﬁh
N
B =T =ih

303



i/ bo optimalni vtok v fermentor:

Ker je e
qopt
g VLAV 3l a ik
opt 2
z-opt

Proizvodnja alkohola (ponovno slika 7.10) je.

9rm =(ch )Opt =25,98.60 = 1558 kg alk




Vsebina predavanj

1.
2.
3

Sl

Uvod

Osnovni pojmi biokemije
Bioreakcijska kinetika

3.1. Encimska kinetika

3.2. Mikrobioloska kinetika
Bioreaktorji-vrste

Tehnoloske zahteve pri na¢rtovanju bioreaktorjev
5.1. MesSanje

5.2. Prenos snovi

5.3. Prenos toplote

Modeliranje bioreaktorjev-splosno
6.1. Encimska fermentacija

6.2. Mikrobioloska fermentacija
6.3. Pomanjkanje substrata

6,4 Inhibicija s produktom

Aerobno in anaerobno ¢€is¢enje odpadnih vod
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6.5 Primeri

|zvajali smo serijo poskusov z razlicnimi koncentracijami substra
Po doloCenem Casu smo reakcijo ustavili in analizirali vsebino.

Na osnovi podatkov dolocCite enacbo hitrosti reakcije.

POSKUS ceol(molim®) | e, /(malim®) | e /(molim*)
1 3 400 10
2 2 200 5
3 1 20 1




ResSitev: Zacnemo z enostavno kinetiko v $arznem reaktorju.
v
{ |
POSKUS | o, €ro c, Gia =G ey |
Infeles ) | Degie, |§'&
1 3 400 10 105,7 0,81 !
2 2 200 3 h2.9 054 | %
3 1 20 1 6,34 0,33 :
7
Cpo —Cn  _ _ ICeg o
In(c,, /¢, ) " INn(e I cy)

K,, =k;-0,29=208-0,29 =60,3

~ 208c, ¢y

mol

"7 80,3+¢, m°h

80 A

A0 “a

|nZACL

20 A

40 -




Celuloza se pretvori v sladkor po naslednjem mehanizmu:

Z INHIBICIJO

CELULOZA CELULAZA SLADKOR

celuloze s

encima je bila“pri v%%l‘f%é)@kusm enaka.

, Spreminjali smo inhibitorje, konc

POSKUS ik (kg/m?®) | (niinhibicije) | (s celubiozo) (z glukozo)
T /min 2 =56 kg/m® | ey =10 kg/m”
T /min T /min
1 1,5 587 691 810
2 4,5 279 306 363
3 9,0 171 182 224
4 21,0 36 38 45




DoloCite vlogo celubioze pri reakciji pretvorbe celuloze v sladkor 7 :
(tip inhibicije in enacba hitrosti reakcije). ff_:: T
¥ F
/[ A
* | i
= A . . . j' | 1".
Resitev: Preverjamo 1. in 2. serijo poskusov e o |
Zopet uporabimo Eadijev diagram. / ‘ l\ 11
-.[' | i
POSKUS Cy c. T /min €y Gy r 11 I
(1. serija) "= T Ca J*' |
1 1,5 0 587 4010 26,7100 |/
2 4,5 0 279 73,510 16,3-10° { :
3 9,0 0 171 93,6-10™ 10,4-10° T
4 21,0 0 36 111,110 5,2910° J
T X T4/t
POSKUS s c. T/mn | c,-c, r NS
(2. serija) F= - a ._ \
1 1,5 5 691 34-10° 22.7.10° | 4
2 4,5 5 306 67-107 14,910° | -
3 9,0 5 182 87-10° 9,77-10° ,-"\
4 21,0 5 38 105-10° 5-107 PR




0,14 -
e 0,128=kyce,

0,127

0,10 A

naklon= - K,,= - 3,32 ~1

En.. 0,08 1 }
0.06 1 naklon= - K,,(1+Ncg,)= - 4,2
0,04 1 I"J,
0,02 1 0,0385 .
K, =3,32 :
0,00 . . . — <
k3CE0 e L O 128 0,00 0,01 0,02 0,03 0,0 0,05 |||I e
r/ca E
I EELAY
K, (1+ Ncg,) =3.32(1+ N-5) = 4.2 > N =0.53 f { 11
i A ame 0,128 ¢, kg i I

K,(1+ Neg )+ cn 3,32(140,53-¢, )+ ¢, m° min 310



MIKROBIOLOSKA FERMENTACIJA

C
A——R+ k
C B0, C } -

i

=52
M=1
C/A:0’5

I/'C —
IR

Skicirajte reaktorski sistem (obtoki, mimotoki, ...) in oznacite vse
Katera je najnizja koncentracija c,, ki jo lahko dobimo v enojnem
reaktorju z V=1 in pretokom, g =1 ?




Resitev: Za optimalno obratovanje mesalnega reaktorja velja:

N:\/1+Cﬂ=\/1+§=2
K, 1

N 2
Mgy = =5 =2 = =1
CAO 3 1 1
Aopt_N+1:2+1: Ccopt = YC/A(CAO_CA):O’S'(B_ ):
N2 4 4 2
klZ = T o o — lep: S
P TNV eI aSS 3
’
»
Torej, ¢ejeq=1 wmmp _1_, <mmm OPTIMALNI POGO.
1 /
CA0—3 Aé ch:
Najnizja c, = 1 ¢ =0 i e =
q="1




(glede na primer 3)

MIKROBIOLOSKA FERMENTACIJA

KaksSen je najmanjSi volumen meSalnega reaktorja z ¢ = 3, ki daje=

Resitev:
|z primera 3 smo dolocili:

Tt = 1 cp =1

Sedajimamo cy =2 >c¢, ,,, Emmp priporocamo MIMOTOK

3

q,+q,=3 } s .

%CA,opt"'%CAo:%'1"‘%’3:2'3 q, =15 .

V = gty =1,5-1=15 =15 k
Cpo = 3| q,=1,5 Qé/ CA,opt=1,,:;-
gi=a




MIKROBIOLOSKA FERMENTACIJA

(glede na primer 3)

reaktorji, vsak ima V' = 1, za pretok g = 6?

ResSitev:

T

opt — 1’ CA,opt =1 q =

Sedaj imamo g =6

Vskupni o, 3 = q < V

5 4
(o)}
EN)
Il
s Q
Il
—
X [xdl

¢y =1(3:3)+(3:1)]/6=2



MIKROBIOLOSKA KINETIKA - INHIBIC A
S PRODUKTOM

Cco =0

A - R+C ke
Ky =950
Cr* =
Yea=0,1%’
C Chr °C R/A ’
r-=k|1- R A_C =
C [ . ]CA+KM Y2=0,01

mesSalnem reaktorju volumna V' =1 za pretok qg=17?



/.JJI ..\.u\?|b...|.inn...uﬁ___,...__

-_-_.-l_-.l.-._-hln_l._.ﬂ
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816

ResSitev:

©

|

(Q\| 04

= Q

|

*

|

— | N ¢A N

|

(072

Q = TNO

2 Bytgy .
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MIKROBIOLOSKA KINETIKA — INHIBICIJA
S PRODUTOM

cg = 0,99¢,?

ResSitev:
1
i =100
1-0,99
torej
e 100 :100 _ 50
k 2

V=50.¢=50-3=150 TN



MIKROBIOLOSKA KINETIKA - INHIBIC' A
S PRODUKTOM |

Kaksno cg bi dobili v dveh mesalnih reaktorjih. Vsak ima volumen
pretok ¢ = 0,27

Resitev:
Za optimum:
% I D) 1=3_2 = o= ‘.
q »
Ker je pretok nizji od optlmalnega |zberemo dva zaporedna rea
V 1. reaktorju: kr=2- : 3 L , Ce stacgy incg, =0
] b 0,2 IR |
L.
Ay ®__0,9 = ¢,=10,8 ¢,=1,08
g R
cR*
~0,9%9%_0 09
CR YR/A 0,1



V 2. reaktorju, ko sta cqy in ¢rg = 0

CR Cro
* *
kr=10= ER DR
C C C C
_ CR R _ “Rro Co
Cr Cr R R
C
R* -0,9
Cr

[1— SR j( SR L, -0,09)
Gl 1 0,01

C_R*:O,9908 = ¢, =0,9908-12=11,89

Cr

q=0,2 /CR=1O,8 cc=1,08 / Cr

COohy T X




Vsebina predavan]

1. Uvod
2. Osnovni pojmi biokemije
3. Bioreakcijska kinetika X
3.1. Encimska kinetika A O
3.2. Mikrobiolo$ka kinetika
Bioreaktorji-vrste L
Tehnoloske zahteve pri na¢rtovanju bioreaktorjev
5.1. MesSanje
5.2. Prenos snovi
5.3. Prenos toplote o
6. Modeliranje bioreaktorjev-splosno T gl
6.1. Encimska fermentacija J /|
6.2. Mikrobioloska fermentacija | !
6.3. Pomanjkanje substrata T
6.4. Inhibicija s produktom
6.5. Primeri

Sl
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AEROBNO IN ANAEROBNO
CISCENJE ODPADNIH VOD

Aerobic and Anaerobic Wastewater Treatment

Andreja Gorsek
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Univerza v Mariboru
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Vsebina

o

i

. Nadzor, obratovanje in

Uvod

Biolosko ciscenje odpadnih vod

Opis obratovanja aerobne cCistilne naprave
Modeliranje anaerobnega KMPR
Eksperimentalno dolocanje kinetike
mikrobioloske rasti — anaerobni reaktor
Biodegradacija kostanjevih taninov v
odpadni vodi — aerobni reaktor

. Procesni parametri anaerobnega in aerobnega A

CisCenja odpadne vode

vzdrzevanje Cistilne

naprave
322




1. UVOD

» Narascanje prebivalstva
> Klimatske spremembe
» Emisije nevarnih snovi
» Industrija
P

Preprecevanje
Skodljivih
ucinkov nezadostno

oCis€enih odpadnih
voda 5
. (Ciéc':enje odpadnih}

Ucinkovita in L vod
ekonomsko ;
RpIjermiiya Biolo§ko ¢iSéenje odpanih vod |

alternativa :

fizikalno kemijskim - L
metodam ! TV e

Fizikalno kemijske metode } !




2. BIOLO3KO CISCENJE ODPADNIH VOD

[ Biolosko cis¢enje odpanih vod ] I"
:

J

|

» Osnovni namen — zmanjsanje degradacije okolja in stabilizacija
organskih snovi v odpadni vodi

» Princip — mikrobioloSka razgradnja organskih snovi v raztopljenem
in koloidnem stanju

> Dejstvo - izkoriS¢anje naravnega procesa samociséenja, ki
dejansko poteka v naravi :

> Ucinek — povec¢ana koncentracija mikroorganizmov v bioloSkih £ .
Cistilnih napravah - zato sta ucinek in hitrost ¢iScenja v primerjaV?
naravnim procesom samociscenja velika vecja '

» Pogoji obratovanja:

e aerobni procesi
e anaerobni procesi
e mesani (aerobno — anaerobni) procesi

o ———

Katerega izbrati?




2. BIOLOSKO CISCENJE ODPADNIH VOD

[ AEROBNI }

PROCES

» Proces deluje ob prisotnosti kisika — aeracija

> Prednosti aerobnih postopkov ¢is¢enja:
* moznost ¢iS¢enja razlicnih vrst odpadnih vod
« uc€inkovito odstranjevanje organskih necisto¢ (odpadkov)
» kratek zagonski in bivalni €as
» gibkost in raznolikost

> Slabosti aerobnih postopkov ciSc¢enja:
» velika poraba energije (aeracija)
 velika koli¢ina proizvedenega odpadnega mulja
« obcutljivost mikroorganizmov na nenadne spremembe *




2. BIOLOSKO él?if::i f?PADNIH VOD / )
PROCES f A

|‘
> Proces deluje brez prisotnosti kisika & ‘ I"
> Prednosti anaerobnih postopkov ¢iS¢enja: ]
* nizki obratovalni stroski
* majhne potrebe po hranilih
 majhne kolic¢ine proizvedenega stabilnega bioloskega mulj
 moznost velikih obremenitev
« proizvodnja energetsko uporabnega metana
> Slabosti anaerobnih postopkov ¢is€enja: .
 obcutljivost procesa na toksikante (CHCI;, CCl,, CN, |td)*"'
» zelo dolg zagonski cas 1

B

Se konc¢no obdelavo pred izpustom v vodotok
« skromnejsSe izkusnje v primerjavi z aerobnimi tehnikami *
> Uporaba anaerobnih postopkov €iS€enja:
« CiS€enje mocno onesnazenih odpadnih vod .
* nadaljna obdelava bioloskega mulja iz klasi€nih Cistilnih s
naprav +

L




2. BIOLOSKO CISCENJE ODPADNIHVOD ./

Organske snovi ANAEROBNI
| PROCES

KISLINSKE BAKTERIJE |— :
T [
Ravnotezje Lrganske s *.

kisline
v J 1.|
- METANOGENE BAKTERIJE}'-—-- 3 :

4 T 4 Ly "

Lol
A4 v .

Temperatura pH Ol;rg?;?;rrlntev

Metan
(bioplin}




[ ANAEROBNI}

PROCES
VIOK 1. casia ot P TN \
kompleksne - =
organske ! : v
|f \ ' []
molekule [ vigje karboksilne | %
[ Lipidi }_’ kisline in alkoholi [ :
:\ j: (AN
(0 o V| Vije organske || r
[Ogljikovodiki} | el kisline, butrati,
I\ sedeg | laktati, itd AN
| Proteini I §
. FAZA1 : FAZA 2 ,k

Shematski prikaz
anaerobnega procesa




2. BIOLOSKO CISCENJE ODPADNIH VOD ./

Voda za gretje blata, -
Toplota hladilnega sistema in izpudnih plinew
e S ANAEROBNI-
Eotel
| W | M: AEROBNI
« Matarz .
Bioplin notranjim @ -
ZEOIaVALL]Sm
. -] L] L]
b a ' L-3
Toplotni v . ¢
menjalnik - - *
EIE].E{“ 'ﬂ/ "
i Alternativno vezporedno polnjenje '!
Odgadno . Toplotni menjalnik - re&fenfraﬂ Zralk za aeracijo
blato - vtk E B B ot S -

Po potreln

Sito ali mim za delee

Priporotljive <1.5 mum O 0 Stabilizirano -

~5~"5] mineralizirano
blato - iztok
Odstranjevanje vode ’ &
EKONOMSKO SMISELNA RESITEV £, -
829 .

OBDELAVE BLATA ZA CN 50000 PE
Gregor D. Zupangi&, Milenko Ro$, Natasa Uranjek Zevart, Stefan Praznikar



2. BIOLOSKO CISEENJE ODPADNIH VOD

;-";r : /
Tepicta e &
e ANAEROBNI-
Topiota
oo L] AEROBNI
PROCES

e
TE)E -
reakior =

Tophota
Traks I8

aarsljo

EKONOMSKO SMISELNA RESITEV .,
OBDELAVE BLATA ZA &N 50000 PE 330 . ¥
Gregor D. Zupangi&, Milenko Ro$, Natasa Uranjek Zevart, Stefan Praznikar &
o1
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2. BIOLOSKO CISCENJE ODPADNIH VOD /5,

.I"_‘:'

.-r\
ANAEROBNI-

AEROBNI
PROCES

EKONOMSKO SMISELNA RESITEV e | I|I
OBDELAVE BLATA ZA CN 50000 PE E 5
Gregor D. Zupanci¢, Milenko RoS, Natasa Uranjek Zevart, Stefan Praznikar 331



{ AEROBNI }

ANAEROBNI
PROCES

PROCES

Ucinek €iS€enja odvisen od:

» uCinkovitost metabolizma organskih snovi in amoniaka

« starosti mulja in organske obremenitve

« stevila in vrste mikroorganizmov

* bivalnega ¢asa in ucinkovitosti bio-reaktorja

- faktorjev okolja (koncentracija raztopljenega kisika,
hranila, pH, temperatura, itd)

 uéinkovitosti meSanja povratnega mulja, ¢rpanja aktivhega
mulja in kapacitete prezracevanja

* primernega vzdrzevanja Cistilne naprave

» ustreznega Solanja skupine zaposlenih na Cistilni napravi

« vzdrzevanja, upravljanja in vodenja €istilne naprave




3. OBRATOVANJE AEROBNE CISTILNE
NAPRAVE

Biolosko cCis€enje je le ena faza obratovanja Cistilne napravey&
Fy .1

o

/

1. Mehansko predcisCenje odpadne vode
«  QOdstranjevanje grobih delcev iz odpadne vode (uporaba grobih
in finih grabelj, odstranjevanje peska in mascob).
«  Sprejem in mehansko CisCenje odpadnih vod iz greznic.
-  Crpanje surove in mehansko predgiséene vode.
2. Biolosko CisCenje odpadne vode
« BioloSka razgradnja raztopljenih in suspendiranih organskih
snovi v bioloSkem bazenu oz. aerobnem bio-reaktorju.
 LocCevanje bioloskega mulja v naknadnem usedalniku.
3. Stabilizacija in obdelava bioloSkega mulja
»  Flotacija z raztopljenim zrakom — vsebnost suhe snovi 3,5 %.
«  Centrifugiranje — vsebnost suhe snovi 20 %.
2 Stabilizacija mulja z dodatkom Zivega apna — vsebnost suhe snayj 25 ‘.ﬁ;
4. CiScCenje zraka § Lt
«  Pralni stolp 1 — dodatek H,SO, — odstranjevanje amoniaka in aminov.; 3 ]\
«  Pralni stolp 2 — dodatek Natrijevega hipoklorita — odstranjevanje H.,S. £

333 %



3. OBRATOVANJE AEROBNE CISTILNE
NAPRAVE

Biolosko cisCenje je le ena faza obratovanja cCistilne naprave

Tk .
dotok dodatki: AI” hrani
onesnaZene vode Fe" zﬁl
grablj 3 izok oilidene
n redel Ciilenje usedalm »
lovilnik| primarni '
mailob| usedalnik

el
i

obdelava







4. MODELIRANJE ANAEROBENGA KMPR

> Model in metodolo

gija razvita iz masne bilance biomase

in substrata v KMPR

Qv vs Vso @(
==L

Vs |V
7x | u MASNA BILANCA BIOMASE
N
Shema KMPR qy v Vsr Vx Vtok - Iztok + Nastajanje = Akumulacija
| > d(7,V
v dy dV
dyv¥xo — D ¥x T H7Vx = (d)l(‘ ) = d—tXV + a?’x
dV q i
dr =4y~ =0 4v=9,=9 D= v
dy
D(7xo B 7x) T HYx = d—tx; Yxo = 0
\ 7 _ 0 (stacionarno stanje) = D = u = ﬂmax}/s//u,
ds K, + ys |




4. MODELIRANJE ANAEROBENGA KMPR ./

» Model in metodologija razvita iz masne bilance biomase 'f /

in substrata v KMPR

Qv vs Vsos @(
==L

Vs
Y x

v
U
N

Shema KMPR dy 1 Vs 7« Vtok - Iztok + Nastajanje = Akumulacija

b & |
MASNA BILANCA SUBSTRATA \1\1

dys

\dt

o 1
9y vVso — 4,,i/s —

dV [} . I‘l

= 4y,v —

dr

"-I 2%

- HYx =

- 75) Yy dr

D(7so

= 0 (stacionarno stanje) = D(rs, — 75) =

Ky
g X/y !



4. MODELIRANJE ANAEROBENGA KMPR

-~

Dimenzioniranje
industrijskega
bio-reaktorja

ey -

= LI} o
R L Sy e

Zakaj poznavanje kinetike m|krobl£

rasti?

'

i

s 4



5. EKSPERIMENTALNO DOLOCGANJE KINETIK
MIKROBIOLOSKE RASTI — anaerobni rea;ﬁo

Doloéanje kinetike anaerobnega €is€enja

odpadne vode idealnega KMPR v
laboratorijskem reaktorju

* Preto€nega tipa glede na substrat
* Neidealno preto€nega tipa glede na biomaso
* Neprekinjeno kontinuirno anaerobno obratovanje je

v reaktorju nemogoce

‘\A

25 e A N Razvoj dinamiénega
¢ S USTREZNA METODOLOGIJA| modela anaerobnega
laboratorijski :
anaerobni reaktor g gafptovanya
» Nacrtovanje vrste in industrijske naprave
zaporedja eksperimentov (KMPR)
\ rmfleld / > lzvajanje eksperimentov \ 2 —
Predvidevanje modela 1/ :. c‘:‘ - d: :

[Koncentracija substrata in biomase v stacionarnem stanju je konstantna|.

Ty
33l 1y

&
a



5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETIH
MIKROBIOLOSKE RASTI - anaerobni rea}f‘o |

> Zacetna sprememba koncentracije biomase v Iabona orusl(%

[Pre dpostavitev} reaktorju zanemarljiva A
.. | » Priblizanje k obratovanju KMPR v stacionarnem sta 1
metodologije A
> lzracun parametrov MONODOVE funkcije
° > + maksimalna specificna hitrost rasti biomase
¢ konstanta nasic¢enja substrata
/ _ \ » lzra€un izkoristka celotne biomase glede
Eksperimentalno na substrat .
dolo€ena masna \ #/h*
bilanca za f_] ;
substrat v v ig-
stacionarnem | |g5remijanje éasovnega spreminjanja koncentracije

K stanju J substrata in biomase v idealnem KMPR

b . §
‘ f : Scieant(’?;or Hinﬂfws

‘I |
{i-rq.‘!t

4

DoloCitev ¢asa, potrebnega za vzpostavitev

stacionarnega stanja ,.
(v njem delovanje anaerobnih ¢istilnih naprav optimalno) 340 .




5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETI
MIKROBIOLOSKE RASTI - anaerobni reak,i

» Posredno merjenje koncentracije glukoz

testom ISO 6060:1989(E) /,If | 1
Sestava sintetiche odpadne vode Sestava raztopine A in B. { ?
Kemikalija A(gl/L) o/(ml/L) A(g/L) J 7
Glukoza 4,0 = Kemikalija | Raztopina | Raztopina | .’f*‘;
. ——/ N
NH,HCO, 0,2 = FocT, S sy \
KH2P04 0,2 = CaC|2 5,0 I|_ I_:- ,.r'( “:: :'...- b
NaHCO3 0,2 il KCI 5,0 s “' % n'I.
Raztopina A uZ 0,5 CoCl, 1,0 =0V Sleat™ X
. N ' '
Raztopina B - 0,5 NiCl, 1,0 _ r Il)‘
MgSO, 7H,0 - 50 31 |




5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETI@ Y,

MIKROBIOLOSKE RASTI -

Eksperimentalno doloCena koncentracija substrata v
odvisnosti od hitrosti razredcevanja.

D/d” 7s/(g/L)

0,0000 0,000

0,2093 0,357

0,3256 0,488 >
0,4419 0,573

0,5581 0,752 Konstrukcija
0,6744 1,359 krivulje
0,7907 1,745 u=1(y)
0,9070 2,209

Numeri¢na interpolacija

_l) = ll =

!Anaxy/s
K, + 75

anaerobni rea

-r'“*. * 'i

P

2,00

MONODOVA KINETIKA \

1,80

1.60

1.40

1.20

1,00

Hid™

0.80

0,40

0,20

-
/ st |
/ Parametri: -
sB u_=15784d"
ok K = 1682 g/L

0,00

0,0 us 1,0 1% 25 25 35 35 40
\ #i(aiL) //
1;v '; :

B ¥

" - "
I“i
F .
s .

342



5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETI

MIKROBIOLOSKE RASTI -

: L - 4’
Eksperimentalno doloCena koncentracija substrata v
odvisnosti od hitrosti razredc¢evanja }

D/d” 7s/(glL)
0,0000 0,000
0,2093 0,357
0,3256 0,488
0,4419 0,573
0,5581 0,752
0,6744 1,359
0,7907 1,745
0,9070 2,209
¥s0 =4 9/l

=, 186 g
K =1,682 g/L

% =10 g/L

Wy a = 0,05

Numeri¢na interpolacija

Lo
D(7so i 73) T T A }S/ Wx, a¥x
X/S s ]

Pri rasti biomase sodeluje samo aktivni delezim.pma 5 LY

(po literaturi 5-10 %) J 9

T
> Vs = L

343

anaerobni reakt




5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETI@ v
MIKROBIOLOSKE RASTI — anaerobni rea

dys 1

=D S )
dr (730 73) YX/S Y x i
dy, mqy(y,:na_ ) |7 AR Ocenitev c'fasa, po _eb fa
4Dd 7x =3 dwzpostavitev stacionarnega
t simulacija )K + /s Sl

.'lli-,
n*q.;_-_'.:
""!"L-..;'




5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETIH
MIKROBIOLOSKE RASTI - anaerobni rea}f‘o

C
Koncentracijski profil A A. f/\

g’ Parametri D >
K = 1,682 gL :
Pl u, =1578d" 0,50 ! -
= D=0,05d"
0,80 k,=0,05d" .
%, =4 glL :
. 1%0 Z 8,%/2L7 , 0% T
» i Biomasa
%0.40 0,20 [ a
2 A Specifi¢na hitrost rasti biomase
45 ' '\\ . 0,10
L = TBlbsiar .

0,00 e ) . 0,00 - *
] 10 20 3 40 50 &0 70 80
t/d N

Stacionarno stanje po 60 d neprekinjenega obratovanja
%, st = 0,114 g/L oziroma y, = 0,442 g/L



5. EKSPERIMENTALNO DOLOCANJE KINETI@ /
MIKROBIOLOSKE RASTI — anaerobni rea}f‘o |

Vpliv hitrosti razredC€evanja D na koncentracijski profil A v KMB'RJ [\

/ SUBSTRAT \/ AKTIVNA BIOMASA
4,5 0,60

4.00 — 0,70 D=020d"
3.50 f\\ 9,80 "
AN e D=095d" o'm / D=0,70d"

, ' D=0,05d"

% 25
/-

A % 0,40 I

% 2,00
EX \ AL D=070d" §® D=095d"
A\ - L
W % '

{) =0,06d" e o

= . == T A E G
1] 19 20 30 40 50 (1] 70 & 0 10 2C 30 40

\ tid /K td

STACIONARNO [ Koncentracija Specifiéna hitrost
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5. EKSPERIMENTALNO DOLOGANJE KINETIKE; |
MIKROBIOLOSKE RASTI - anaerobni reakto A/

f

i

4 y)

> DolocCanje optimalnih pogojev, ki zagotavljajo optimalno razmerje me
ucinkom ¢€iS¢enja in dodatnimi stroski, ki so posledica nadaljne
oziroma stabilizacije proizvedene biomase

UPORABNOST PRIKAZANIH KONCENTRACIJSKIH PROFILOV

» Ucinkovito sredstvo pri spremljanju in upravljanju delovanja
Cistilnih naprav ob njihovem zagonu




6. BIODEGRADACIJA RASTLINSKIH TANINO\/@ Y
ODPANI VODI - AEROBNI REAKTOR /




6. BIODEGRADACIJA RASTLINSKIH TANINO\/@‘ /
ODPANI VODI - AEROBNI REAKTOR

Masna bilanca rastlinskih taninov v KMPR v stacionarnem stanju

of

1
—rg = —uyy = D(rso — 7s)
YXS

AVTOR

Brez inhibicije

Haldane

MONODOVA
ENACBA

— lumax?/S
Ks +?/S

Edwards

Aiba

Z inhibicijo

Luong

What is true for E.coli is true for the elephant.
Jacques Monod

T



6. BIODEGRADACIJA RASTLINSKIH TANINOV/@ -

ODPANI VODI -

AEROBNI REAKTOR
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7. PROCESNI PARAMETRI AEROBNEGA IN /-
ANAEROBNEGA CISCENJA ODPADNE vﬁ

»  Temperatura & y I"
. Biokemijske reakcije so encimsko katalizirane in tako odwsne J'. ¥

od temperature. .
. S povisanjem temperature se povecuje hitrost razgradnje sub tr ta.
. Mejna temperatura — zaviranje bioloSke aktivnosti.
. Optimalna temperatura:

. Aerobno: 25 -30 °C
. Anaerobno: 35 °C in 55 °C
»  pH vrednost .
. Najpomemnejsi procesni parameter — neposreden vpliv na"'
aktivnost encimov. o {1s
e Optimalno obmogéje: 6,5 — 8,5. o
> Kemijska potreba po kisiku *
. Potrebna masna koncentracija kisika za popolno okmdacuc‘org
snovi v odpadni vodi do CO, in H,O0.
. Je merilo za skupno kollcmo organsklh snovi v vzrcu
(nerazgradljivih in razgradljivih).
- komunalna odpadna voda - vtok: y,, = 650 mg/L; iztok: y. = 50 mg/L
- industrijska odpadna voda - vtok: . > 5000 mg/L

*
L]
]



7. PROCESNI PARAMETRI AEROBNEGA IN /- v
ANAEROBNEGA CISCENJA ODPADNE vd

}

g |

>  Biokemijska potreba po kisiku - BPK y ;R &
. Masna koncentracija kisika, ki ga mikroorganizmi porabijo za * j

oksidacijsko razgradnjo organskih in anorganskih snovi v vzorgu.

N
Q
q
Q
Q
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«Q
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«Q
q
Q
Q.
=,
(9]
Q.
o
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)¢
Q)
3
(o)
0
U
A
=
Q
<
7))
Q
=T,
=
©
P

(BPK;) pri temperaturi 20 °C.
«  Poznani dve metodi dolocanja BPK,:

. standardizirana razredcevalna
. nestandardizirana manometri¢cna.
> Masna koncentracija suhe snovi

Vsota nehlapnih raztopljenih in neraztopljenih snovi

. Odstranjevanje odpadnega blata vpliva na:. 1=,
. kakovost iztoka o i
. hitrost rasti mikroorganizmov in prisotnost razli¢ni \gnst
mikroorganizmov L :
. porabo raztopljenega kisika | S */ .
. usedljivost suspenzije aktivhega mulja - Ol e
o pojav penjenja in SRS
. moznost nitrifikacije = e



7. PROCESNI PARAMETRI AEROBNEGA IN /-

Y

VVVYYVY

Volumski pretok odpadne vode ' g f\

ANAEROBNEGA CISCENJA ODPADNE vﬁ

Direkten vpliv na stabilnost in u€inek procesa €is€enja X
Bivalni €as v bio-reaktorju odvisen od kompleksnosti odpadne yo
Volumski pretok odadne vode — kljuéen parameter pri nacrtov
tako aerobnih kot anaaerobnih procesov.

Masna koncentracija vtoka — stopnja onesnazenosti vtoka
Neposreden vpliv na u€inek ¢is€enja in vrednost KPK na izt

Pomanjkanje hranil

Masna koncentracija raztropljenega kisika

Vrsta mikroorganizmov

Prisotnost toksi¢nih snovi




8. NADZOR, OBRATOVANJE IN VZDRZEVAN
CISTILNIH NARAV

o)

]"
» Vzoréenje, meritve in analize odpadnih vod — dnevno oz. 5-dnev'n-
« Koncentracija raztopljenega kisika
 Temperatura
» Elektriéna prevodnost
* Pretok
« KPK
« BPK,
 Koncentracija neraztopljenih snovi
» Skupni dusik “H- Jp
« Skupni fosfor
« Vsebnost trne snovi v blatuj
« U¢ink €is€enja




8. NADZOR, OBRATOVANJE IN VZDRiEVANJE» )
GISTILNIH NARAV 12

—

» Obratovanje in vzdrzevanje Cistilne naprave ﬂ/ .

- Nadzor delovanja in vodenja procesa €iS¢enja odpadnih vod.
« Obratovanje in nadzor procesa obdelave blata.
 lzvajanje laboratorijskih meritev in analiz."+

« Ovrednotenje delovanja procesa ciscenja.

- Priprava porogéil delovanja éistilne naprave. _
- Naértovanje in izvajanje preventivnega in korektivhega vzdrzevanja.
- lzvajanje dezurstva in nadzor izven rednega defovrllega Casa

T

895 %
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