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BIOTEHNOLOSKI TEHNIKUM: ucbenik za vaje ucbenik za 3tudente prvostopenjskega
univerzitetnega Studija Biotehnologija pri vajah predmeta Biotehnoloski tehnikum.
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prenosom v baze podatkov) celote ali posameznih delov je dovoljen le s pisnim soglasjem nosilca avtorskih
pravic.
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PREDGOVOR

Vaje na podroc¢ju biotehnologije predstavljajo zahteven del v procesu pridobivanja znanja in vescin
biotehnologa. Vsa teoreticna znanja se morajo v procesu prakticnega dela oplemenititi z ves¢inami dela v
biotehnoloskih laboratorijih in procesih, da pride uceci do spoznanja o pomembnosti vseh teh elementov, ki
zdruZeni omogocajo pridobitev potrebnega znanja za obvladovanje bioprocesov.

Stevilne definicije, ki jih $tudent spozna tekom predavanj in iz strokovne literature, dobijo pravi pomen, saj
sre€ajo uporabnost pri delu. To je cilj, h kateremu peljejo vsa Studijska naprezanja in spodbujanja uditeljev.
Studenti morajo v tej komunikaciji sodelovati na naéin, da dojamejo definicije in njihovo uporabnost od procesa
do biologije delovnih organizmov in naprej do biotehnologije kot podrocja, ki je sposobno oblikovati produkt, ga
izdelati v visoko kontroliranih pogojih ter ga ponuditi zahtevnemu potrosniku kot hrano, zdravilo ali
kakovostnejse bivanje v okolju. Slednje je Ze preSlo meje onesnaZenja in ne deluje ve¢ v obmocju sonaravnega
in trajnega razvoja, kar bi v zakljucnih procesih morali resevati, v nacrtovanju procesov pa upostevati kot
pomemben dejavnik in ga preprecevati.

Tako se srecujemo ucitelji na eni strani s pritiskom univerzalne stroke, ki komunicira v anglescini, na drugi strani
pa moramo kot prenasalci znanja delovati v kulturnem poslanstvu razvoja jezika. Ce tega ne bomo storili in
prenasali na StudirajoCe, bo nas jezik le Se kortuazna govorica v krogih druzin in ne ve¢ v odprti strokovni
konfrontaciji.

Ker ta ucbenik predstavlja novost v smislu postavljanja podrocja bio-tehniske ekspertize v Studijski program
biotehnologije, ima tudi poslanstvo oblikovanja pisane besede. Knjige Biotehnologije, ki so izsle pred dvajsetimi
leti, so povzele takratno besedisce in pojme, ki so delovali v takratni stroki. Biotehnoloski razvoj se intenzivno
nadaljuje in danes lahko ocenjujemo, kateri pojmi so primerni in uporabni, kateri so jasni in nedvoumni, in
kateri so zavajajoci.

Ko je govora o uporabi biotehnoloske opreme, imamo Stevilne naprave iz germanskega sveta, katerih pojme
smo privzeli. Ko se srecujemo z sodobnimi metodami molekularne in sistemske biologije, nas preplavljajo pojmi
iz angleSkega govornega podrocja, da ne omenjamo informatike, ki s teZzavo komunicira slovensko. Ucitelj pa
mora biti tako vesc, da izlusci pravi smisel in posloveni tiste pojmovne zveze, ki jih mora strokovnjak uporabljati
ne samo Vv laboratoriju ali na proizvodnji liniji, pa¢ pa tudi v dnevnem obc¢evanju s potroSnikom, ki mora imeti
pregledno informacijo o nasem delu, da jo bo razumel, podpiral in uzil sadove biotehnoloskega dela.

Ce se dotaknem nekaterih specifiénih pojmov, ki jih ponuja ta tehnikum, moram ugotoviti, da zasluZijo posebno
pozornost bioprocesno orientirani pojmi. Ko je govora o bioprocesih, jih danes razumemo kot procese, ki se
neprestano odvijajo in procese, ki se ponavljajo, ter procese, ki se zgodijo samo enkrat.

Razli¢ni jeziki so tem procesom dali razli¢cna imena, skladno s kulturno dedis¢ino v tehniki in jezikovni kulturi
naroda. Tako opisujejo bioproces ali procese zelo razlicno, bodisi z vidika dogajanja bodisi z vidika dogodka ali
celo okolja, kjer le-ta poteka. Na primer, iz nemscine, oziroma Se bolje izhodno, iz francos¢ine smo iz pojma
»Charge« naredili SarZo in Sarzni proces. V delovnem pomenu pa to pomeni polnitev. V enem in drugem jeziku.
Tako kot to delovno operacijo tudi razumemo v slovens¢ini. Izhajajoc iz tega lahko reCemo, da je v slovenscini to
bioproces z enkratnim polnjenjem. V bioproces vloZimo vse sestavine in mu damo cas, da ste¢e do konca
oziroma do Zelenega proizvoda.

Nekateri pa razumejo ta proces tudi v smislu masne bilance in ne samo obratovanja. Takrat pa je bolje povedati
z vidika sestavin v bioprocesu. Tako govorimo o odprtih in zaprtih bioprocesih. V prvem primeru v bioproces
stalno vstopajo sestavine, da bi bile transformirane v proizvod, ki izstopi iz bioprocesa. Tak postopek lahko traja
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poljubno dolgo, po navadi tako dolgo dokler ga ne prekinemo. V drugem primeru pa snovi vstopijo in se
presnovijo do nacrtovanega proizvoda. Ta postopek traja samo dolocen ¢as in je s tem zakljucen ter se mora
ponoviti od zacetka.

Drugace poteka pri odprtih, polodprtih procesih, ki so hibridni in vkljuCujejo prvine odprtega in zaprtega
bioprocesa. Tako smo za potrebe Zivilsko-procesne industrije razvili bioprocese z veckratnim polnjenjem. Kar
pomeni, da vnesemo v bioreaktor vse sestavine in proces steCe kot proces z enkratnim polnjenjem. Ko se
doseZe nacrtovana kakovost proizvoda, se ta delno odvzame in dopolni s sveZimi sestavinami in tako se
postopek lahko nadaljuje v nedogled, ne da bi bioproces prekinili.

V splo$ni uporabi pa je tudi bioproces s povratnim tokom bodisi bioprocesne brozge, bodisi delovne biokulture,
ki ji pogosto reCemo kar biomasa. Ta proces je dosegel mnozi¢no uporabo pri procesiranju odpadnih voda, saj

na ta nacin lahko uravnavamo pretok in bremenitev, ob zadovoljivem obratovanju bioprocesa.

Ce bi Zeleli sistemsko opredeliti procese, bi jih lahko razdelili po na¢inu obratovanja, po masni bilanci in mogoce
tudi po uporabnih modelih za njihovo vodenje.

Tabela: Pogled na pojmovanje bioprocesov in njihovo obratovanje

Sistemsko
Sistemsko poimenovanje | Poimenovanje
poimenovanje glede na | glede na glede na cas Primer Trivialna imena
nacin obratovanja masno trajanja
bilanco
Z enkratnim polnjenjem | Zaprti Enkratno Proizvodnja | Sarini
vina (anglesko Batch)
(nemsko Chargenprozess)
Z enkratnim polnjenjem Polzaprti Enkratno Pekovski Sar#ni z dolivanjem
in dohranjevanjem kvas (anglesko Fed-batch)
(nemsko Zulauf-Verfahren)
Z enkratnim polnjenem Polodprti Ponavljajoce Proizvodnja | Polkontinuirni
in veckratnim kislih (anglesko Repeated fed-
dohranjevanjem kruhov batch)
(nemsko Zulauf-Verfahren)
S povratnim tokom Polodprti Neprekinjeno Obdelava Z reciklaZo
odpadnih (anglesko Recycling)
voda (nemsko Rezyklierung)
Z neprestanim Odprti Neprekinjeno Proizvodnja | Kontinuirni
polnjenjem in organskih (anglesko Continuous)
praznjenjem kislin (nemsko kontinuierlicher)

Biotehnoloski tehnikum: ucbenik za vaje predstavlja zbir specificnih vaj, ki na dovolj zahteven nacin predstavijo
Studentu biotehnologije vse potrebne elemente za delo, od postavljanja bioprocesa do postopkov pridobivanja
koncnih proizvodov. Obsega 7 elementov znanja in vescin, ki so integrirani z racunsko inZenirsko logiko
razmisljanja, kako obvladati delovne organizme in kako od njih pridobiti ¢im ve¢ kakovostnega proizvoda, ki bo
koristen za ¢loveka ali njegovo okolje.

Ta koncept daje Studentu mozZnost, da svoje znanje nadgradi in tako so postavljene tudi vaje, ki omogocajo
Studentu nadgradnjo znanja in pridobivanje vesc¢in dela. Slednje je pomembno za oblikovanje inZenirja, ki je



Podgornik, A., Pag, M., Raspor, P. BIOTEHNOLOSKI TEHNIKUM: u¢benik za vaje, Ljubljana, Biotehnigka fakulteta,
Univerza v Ljubljani, 2013.

kljucni delavec v biotehnoloskem podjetju, saj je potrebno izdelek ne le razviti, pa¢ pa predvsem izdelati in
ohraniti varnega do izteka njegove uporabe. K temu cilju nas vodita dobra laboratorijska praksa (DLP) in dobra
proizvodna praksa (DPP). Sem sodijo vsi prijemi profesionalnega obnasanja in etike, higiene in pisanja
laboratorijskih in delovnih dnevnikov, ki sledijo standardnim operativnim postopkom. Vsi ti so nujni v procesu
oblikovanja visoko kakovostnega strokovnega kadra za vodenje bioprocesov.

Tudi zato je pomembno, da Student osvoji tisto izrazoslovje, ki je pomembno ne samo v slovenskem, pac pa tudi
v angleskem jeziku, ki je trenutno univerzalni strokovni jezik. Prav pa je, da univerzitetno izobrazen ¢lovek pozna
kljucni besednjak tudi v jezikih sosednjih narodov, da bo lahko razumel in izmenjeval poglede in stalisc¢a, ko bo
do komunikacije prislo. Kot kaZejo trendi, se bo to v sedanji globalni druzbi gotovo Se pogosteje dogajalo.

Zato je vas Cas, da berete in razumete, poskusite in naredite prakti¢no tisto, kar lahko in kar je mo¢ narediti v
danih razmerah. V glavah pa ustvarite zalogo znanja in nastavke, na katere ga boste zlahka sprejemali in
nadgrajevali. Samo tako boste dobri inZenirji v bioprocesni tehnologiji.

Profesor Peter Raspor
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1  MESANIJE V BIOREAKTORIJIH - DOLOCANJE CASA POMESANJA

Maja Pas

1.1 Teoreticne osnove

Reologija je veda o deformacijah in toku tekocin. Tok tekocine lahko predstavimo s
tokovnicami, ki pa odrazajo le celokupen uéinek gibanja tekocine (makroskopski opis). Ceprav
so tokovnice vzporedne in kaZejo gladek kontinuiren tok, se lahko molekule v tekocini gibljejo
neurejeno. Pocasnejsi je tok, realnejSa je predstavitev dejanskega gibanja s tokovnicami.
Imenujemo ga laminarni tok. V hitrem gibanju pa delci tekocine pogosto prekrizajo
tokovnice, oblikujejo se vrtinci — takSen tok tekocine je turbulenten.

Prehod iz laminarnega v turbulentni tok ni odvisen le od hitrosti tekoc¢ine, ampak tudi od
njene viskoznosti in gostote ter od geometrije prostora, po katerem se giblje tekocina.
Brezdimenzijski parameter, s katerim okarakteriziramo tok tekocine, imenujemo Reynoldsovo
Stevilo. Osborne Reynolds je Ze leta 1883 obijavil Stevilne ¢lanke na temo toka tekoéin v
ceveh. Za tok tekocine po ceveh okroglega preseka velja naslednja enacba:

_ pvD
n

Re

(1.1)

pri ¢emer je Re Reynoldsovo Stevilo, D je premer cevi, v je povprecna linearna hitrost
tekocine, p je gostota tekocine, 77 pa dinami¢na viskoznost tekocine. V gladkih ceveh je tok
tekocin laminaren do Re 2100, turbulenten pa pri Re nad 4000. Med 2100 in 4000 je
prehodno obmodje, v katerem je tok lahko laminaren ali turbulenten, odvisno od pogojev na
vstopu v cev in drugih spremenljivk.

Za mesalne posode (bioreaktorje) pa izrazimo Reynoldsovo Stevilo kot:
Rej= ——1 P (1.2)

pri cemer je Re; Reynoldsovo Stevilo mesala (i... ,,impeler”, mesalo), D; je premer mesala, N;
pa hitrost vrtenja mesala. Za mnoge mesalne sisteme, kateri se najveckrat uporabljajo v
biotehnologiji, velja, da je tok laminaren, Ce je Re; < 10.

Pojav vrtinenja in turbulenten tok je v mesalnih bioreaktorjih zaZeljen, saj je na ta nacin
mesanje ucinkovitejSe, prav tako prenos toplote. Zato so na stenah mesalnih bioreaktorjev
namescene pregrade (navadno 4), ki preprecujejo nastanek lijaka.
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Poleg geometrije reaktorske posode in mesala vplivata na gibanje tekocine tudi njena gostota
in viskoznost. Slednja se med SarZznim bioprocesom navadno spreminja, saj se spreminja ena
ali vec¢ naslednijih lastnosti bioprocesne brozge:

- koncentracija celic

- celiéna morfologija (velikost, oblika, masa)

- koncentracija polimernih snovi (substratov ali produktov)

- osmotski tlak brozge, ipd.

Mesanje je fizikalna hidrodinamska operacija, ki zmanjSa nehomogenost tekocine z
odstranitvijo gradientov, npr. koncentracijskega, temperaturnega. Gre za izmenjavo mase
med razliénimi lokacijami, kar vodi do pomesanja snovi. V bioprocesnistvu je mesSanje eden
izmed najpomembnejsih postopkov, saj je potrebno potrebno za:

- doseganje enotne sestave in temperature medija,

- pospesitev prenosa hranil in metabolnih produktov,

- hitrejsi prenos toplote,

- suspendiranje trdnih delcev,

- dispergiranje plinske faze v tekocini (aerobni procesi),

- pospesitev prenosa kisika iz plinskih mehurckov v tekocino (aerobni procesi),

- dispergiranje tekocine v tekocCini (npr. dodatek protipenilca).

Mesanje vkljucuje:

- raztapljanje topnih sestavin gojis¢a (npr. sladkorjev) v vodi,

- dispergiranje plinov (npr. zraka) v tekocini v obliki malih mehurckov,

- vzdrZevanje suspenzij trdnih delcev (npr. celic),

- dispergiranje tekocin, ki se ne mesajo, in oblikovanje emulzij ali suspenzij,

- pospeSevanje prenosa toplote v ali iz tekocine.

Med najpogostejsimi nacini mesanja v bioprocesnistvu je mehansko mesanje z meSalom.
Mesalni bioreaktorji so navadno cilindricne oblike, dno je zaokroZeno, kar preprecuje
nastanek nepremesanih podrodij.

Mesanje v bioreaktorjih dosezemo z vgrajenim meSalom in pregradami. Pri uporabi
Newtonskih tekocin (zanje velja, da je viskoznost neodvisna od tokovnih razmer) je razmerje
med premerom bioreaktorja in premerom mesala 3: 1. Tak bioreaktor imenujemo mesalni
bioreaktor standardne konfiguracije oz. STC-reaktor. V sredini bioreaktorja je os mesala, ki jo
poganja motor, names$c¢en na vrhu ali na dnu bioreaktorske posode. Na osi je pritrjeno eno ali
ve¢ mesal, ki so lahko razli¢nih konstrukcijskih izvedb (slika 1.1).
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a) b) c) d)

Slika 1.1. Me3ala: a) Rushtonova turbina, b) propeler, c) veslo, d) sidro
(http://www.postmixing.com/mixing%20forum/impellers/rt.htm)

Izbira izvedbe mesala je odvisna od viskoznosti medija in obcutljivosti kulture na mehanski
strig (strizne sile), najvec pa se uporablja diskasta turbina s Sestimi ravnimi lopaticami, t.j.
Rushtonova turbina (slika 1.1 a).

Tok tekodine v bioreaktorju je odvisen od:

- konstrukcijske izvedbe mesala,

- lastnosti tekodine,

- velikosti in geometrijskih lastnosti bioreaktorske posode, pregrad, prezracevalnega

sistema.

Rushtonova turbina npr. usmerja nizkoviskozne tekocine v radialni tok, medtem ko mesanje s
propelerjem vodi v aksialno kroZenje tekocine v bioreaktorju (slika 1.2). Turbinska mesala pri
vrtenju povzrocajo visoke strizne sile in so ucinkovita pri dispergiranju, medtem ko so
propelerji primerni predvsem za homogeniziranje in suspendiranje trdnih delcev.

a) b)

A, pregrada

Slika 1.2. Tokovna profila v mesalnem bioreaktorju s pregradami, ki jo povzrocata Rushtonova turbina (a) in
propeler (b) (prirejeno po Doran, 1995)

Pri naértovanju bioprocesa v mesSalnem bioreaktorju moramo izbrati ustrezno mesalo in
doloditi pogoje mesSanja tako, da bomo porabili najmanj energije in dosegli najvecjo
ucinkovitost mesanja.

Mesanje je ucinkovito takrat, ko tekocina, ki jo meSa mesalo, zajame celotno mesalno posodo
v nekem sprejemljivem ¢asu. Poleg tega mora biti hitrost tekocine, ki zapusca mesalo, dovolj
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velika, da nosi vse snovi v najbolj oddaljen del bioreaktorja. V bioreaktorju se mora
vzpostaviti turbulentno stanje. V taksnih pogojih nastopijo:
- distribucija oz. porazdelitev tekocine po mesalni posodi ter nastanek vecjih vrtincev —
navadno najpocasnejsi korak (makromesanje)
- disperzija — nastajanje vedno manjsih vrtincev in hiter prenos snovi po mesalni posodi
(makro- ali mikromesanje, odvisno od kolicine tekocine in vnosa moci)
- molekularna difuzija znotraj vrtincev.

Uginkovitost me3anja ugotavljamo z dolotitvijo ¢asa pomesanja (t,). Cas pome3anja je
definiran kot ¢as, ki je potreben za doseganje dolo¢ene stopnje homogenosti. Navadno je to
Cas, v katerem se koncentracija sledilca razlikuje od koncne koncentracije (¢;) za manj kot
10 % razlike med tema koncentracijama (slika 1.3).

A

e —ple— . —ple—— . —>]

koncentracija sledilca

A

m

v_

A 4

(=]
[l
o
]

Slika 1.3.  Prikaz gibanja koncentracije sledilca po vnosu v mesalni bioreaktor (prirejeno po Doran, 1995)

naslednja Med ¢asom pomes3anja in €asom kroZenja oz. ciklizacije (tc) velja naslednja zveza:

tm=atc, (1.3)

pri cemer so vrednosti koeficienta a med. 3 in 7; za enofazne tekocine v mesalni posodi s
pregradami in majhnim mesalom je a 4.
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Za dolo¢anje ¢asa pomeSanja so razvite Stevilne metode, ki temeljijo na pulznem vnosu
inertnega sledilca in spremljanju odziva sistema do doseZene enotne sestave medija. Sledilci
so navadno kisline, baze, koncentrirane raztopine soli, topla tekocina, barva. Na dolocenem
mestu v bioreaktorju tako merimo naslednje koli¢ine: pH, elektriécno prevodnost,
temperaturo, fluorescenco, magnetne lastnosti, radioaktivnost. Spremljamo lahko tudi
obarvanje ali razbarvanje medija, ki hkrati omogoca vizualizacijo mirujocih con.

Cas pomesanja, ki ga dolo¢imo z eno izmed prej omenjenih metod, je odvisen od:

nasih zahtev pomesanja (stopnja homogenosti)

natanénosti dolocitve homogenosti medija

mesta vnosa sledilca

lokacije senzorja.

Industrijski bioreaktorji delovnih volumnov od 1 do 100 m’ imajo Case pomesanja 30 do
120 s, odvisno od pogojev. Na ¢as pomesanja v mesalnih posodah vplivajo:

velikost bioreaktorja,

velikost mesala,

lastnosti tekocine (npr. viskoznost),

hitrost mesanja.

Odvisnost nastetih spremenljivk od ¢asa pomesanja lahko dolo¢imo eksperimentalno za
razlicna mesala. Navadno izracunamo brezdimenzijski ¢as pomeSanja Njtn, ki predstavlja
Stevilo vrtljajev mesala, potrebno za homogeniziranje tekocine. V turbulentnem obmodju pri
visokih Re; (Re; > 5000) se Nt pribliZuje konstantni vrednosti. Tako velja za Rushtonovo
turbino naslednja zveza:

1,54V
E

Ni'tm =

(1.4)

pri ¢emer je V volumen tekocline v bioreaktorju. Pri visokih Re; je Nit, torej odvisen le od
velikosti bioreaktorja in mesala. To pomeni, da lahko v dolo¢enem bioreaktorju z izbranim
meSalom zmanjSamo ¢as pomesanja tako, da pove€amo hitrost meSanja. Da je mesanje hitro
in u€inkovito, mora biti namrec¢ ¢as pomesanja ¢im manjsi.

Doseganje majhnih ¢asov pomesanja je, Se posebej v velikih bioreaktorjih, navadno povezano
z veliko porabo energije. V industrijskih bioreaktorjih volumna okrog 0,1 m® je poraba mogi
na enoto volumna okrog 10 kW-m, v vegjih posodah (okrog 100 m®) pa 1-2 kW-m>.

Mo¢, ki jo vnesemo v tekocino preko mesanja, je obi¢ajno manjSa od dejanske modi,

potrebne za pogon motorja, saj prihaja do izgub energije na menjalnikih, ipd. V
neprezraevanem sistemu jo lahko izra¢unamo iz enacbe:
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P = Py-p-N-D? (1.5)

kjer je Py brezdimenzijsko $tevilo, imenovano $tevilo moci. Stevilo mo¢i za posamezno mesalo
ima v turbulentnem obmocju konstantno vrednost, ki ni odvisna od Re;, ampak le od
geometrijske konfiguracije mesala - Pq za Rushtonovo turbino je 5-6. V laminarnem obmocju
je Po oc Re™.

1.2 Naloga

Eksperimentalna doloCitev ¢asa pomesanja v laboratorijskem STC-bioreaktorju v vodi za
Rushtonovo turbino s pH-metriéno in termicno metodo ter v stekleni ¢asi z metodo
razbarvanja. Dolocitev vpliva hitrosti mesanja na ¢as pomesanja in izra¢un moci potrebne za
mesanje.

1.3 Potreben material in oprema

pH-metri¢na metoda:

- 1M NaOH

- 1MHCI

- laboratorijski mesalni bioreaktor (V4 = 10 L) z opremo (Rushtonova turbina, gumb za
nastavitev hitrosti mesanja, pH-elektroda), napolnjen z vodo (Slika 1.4)

Slika 1.4. Laboratorijski bioreaktorski sistem
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Termicna metoda:

- laboratorijski mesalni bioreaktor (V4 = 2,5 L) z opremo (Rushtonova turbina, gumb za
nastavitev hitrosti mesanja, temperaturni senzor), napolnjen z vodo (Slika 1.4)

- vodna kopel z vroco vodo (T =90 °C)

- merilnivalj

Metoda razbarvanja:

- steklena ¢asa z 800 mL vode

- magnetno mesalo z mesalckom
- Stoparica

- 0,1 M HCI

- 0,1 M NaOH

- fenolftalein

1.4 Potek vaje

pH-metricna metoda

Bioreaktor z delovnim volumnom 10 L napolnimo z destilirano vodo. V bioreaktorju je
umerjena pH elektroda (v dveh tockah z dvema referenénima pufroma). Z dodatkom 1 M
NaOH uravnamo zacetno vrednost pH na 9. Hitrost mesSanja nastavimo na 10 min*. Kot
sledilec uporabimo 1 M HCIl. Odpipetiramo 5 mL 1 M HCl in jo brizgnemo v vodo v
bioreaktorju. Pazimo, da to naredimo vedno na istem mestu in s priblizno enako hitrostjo. Na
monitorju spremljamo spreminjanje vrednosti pH. Ko se vrednost pH ustali, nastavimo drugo
hitrost mesanja, t.j. 30 min™, in ponovno uravnamo zacetno vrednost pH (pH = 9). Ponovimo
postopek vnosa sledilca, ki smo ga izvedli pri prvi hitrosti mesanja. Isti poskus naredimo Se za
naslednje hitrosti mesanja: 50 min, 100 min™, 200 min™.

Termicna metoda

V bioreaktor z delovnim volumnom 2,5 L nalijemo 2 L destilirane vode. V bioreaktorju je Ze
vgrajen in umerjen temperaturni senzor. Temperaturo vode uravnamo na 20 °C. Hitrost
meganja nastavimo na 10 min™. Kot sledilec uporabimo vro¢o vodo (T = 90 °C). Z merilnim
valjem odmerimo 500 mL vroce vode in jo vlijemo v bioreaktor. Pazimo, da to naredimo
vedno na istem mestu in s pribliZzno enako hitrostjo. Na monitorju spremljamo spreminjanje
temperature. Ko se temperatura ustali, zamenjamo vodo v bioreaktorju (V=21L, T=20 °C) in
nastavimo drugo hitrost mesanja, t.j. 30 min". Ponovimo postopek vnosa sledilca, ki smo ga
izvedli pri prvi hitrosti meSanja. Isti poskus naredimo Se za naslednje hitrosti mesanja:
50 min™!, 100 min™, 200 min™.

Zaradi slabe obcutljivosti temperaturnega senzorja in posledi¢no velikega volumna sledilca so
rezultati te metode le ocene ¢asov pomesanja.
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Metoda razbarvanja

V stekleno ¢aso odmerimo 800 mL vode. Dodamo 1 mL fenolftaleina in z 0,1 M NaOH
uravnamo vrednost pH na 9. V c¢aso prenesemo mesalCek in jo postavimo na magnetno
mesalo. Hitrost me$anja nastavimo na 100 min™. Kot sledilec uporabimo 0,1 M HCI.
Odpipetiramo 1 mL 0,1 M HCl in jo brizgnemo v ¢aso. Pazimo, da to naredimo vedno na istem
mestu in s priblizno enako hitrostjo. Merimo ¢as, v katerem vijoliéno obarvanje popolnoma
izgine (Cas pomesanja). Z dodatkom 1 mL 0,1 M NaOH ponovno uravnamo zacetno vrednost
pH na 9, spremenimo hitrost mesanja in ponovimo postopek vnosa sledilca ter belezenja ¢asa
pomesanja. Uporabimo $e naslednje hitrosti me$anja: 200 min™, 300 min™, 400 min™,
500 min™, 600 min™,

1.5 Meritve, izracuni in rezultati

Meritve:
- eksperimentalno doloceni ¢asi pomesanja (tn) pri razlicnih hitrostih mesanja (N;) za vse
uporabljene metode (tabela)

IzraCuni za pH-metricno metodo:

- brezdimenzijski ¢asi pomesanja (N;-t.,) iz eksperimentalnih podatkov
- teoreticni Casi pomesanja (t)

- Reynoldsovo Stevilo mesala (Re;)

- vnos moci (P)

Predstavitev rezultatov:
- eksperimentalno doloceni t,, proti Re; (graficni prikaz)
- Nty proti Re; (graficni prikaz)
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2 PRENOS KISIKA — DOLOCITEV k,a

Maja Pas

2.1 Teoreticne osnove

Prenos kisika v bioprocesno brozgoPomembnost prenosa snovi med plinom in tekocino v
bioprocesnistvu se kaze predvsem v aerobnih bioprocesih, pri katerih je treba zagotoviti
dovolj raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi. Med mesSanjem mehurckov zraka, ki
vsebujejo kisik, se odvija snovni prenos kisika iz plina v tekoc¢ino prek mejnega sloja in fazne
meje, ki ga lahko opiSemo s teorijo mejnega sloja. Ta predpostavlja, da na vsaki strani fazne
meje, to je znotraj plinskega mehurcka in v tekocini, obstajata mirujoci plasti plina in tekocine
dolocene debeline, kjer poteka snovni prenos komponente A (kisika) z difuzijo. Snovni prenos
tako povecujejo tisti faktorji, ki zmanjsujejo debelino mejnega sloja,predvsem intenzivno
mesanje.

Slika 2.1 prikazuje primer porazdelitve komponente A pri snovnem prenosu iz plina v

kapljevino. Koncentracija komponente A v tekocini je Ca. oziroma Ca; na fazni meji,
koncentracija komponente A v plinu pa je Cag 0ziroma Cagi ha fazni meji.

fazna meja

:

| |
| |

Cac
| |

[

I CAGJ l

tekotina ! ! plin
I GaLi l
o
o l
| I
| I
[

plast tekotine plast plina

Slika 2.1. Koncentracijska porazdelitev komponente A pri snovnem prenosu iz plina v tekocino (prirejeno po
Doran, 1995)

Za hitrost prenosa kisika iz zratnega mehurcka v bioprocesno brozgo lahko uporabimo
enatbo 2.1, v kateri je Na hitrost prenosa kisika na volumensko enoto brozge (mol-m3s?), k.
je koeficient snovne prestopnosti v tekodini (m-s?), a je sti¢na povréina med plinom in
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teko¢ino na volumensko enoto brozge (m*m?), Ca. je koncentracija kisika v brozgi (mol-m™),
C AL pa koncentracija kisika v brozgi v ravnotezju s plinsko fazo, ki ji pravimo tudi topnost
kisika v brozgi (mol-m™).

Na= kL'a(C*AL - Cal) (2.1)

Razlika med maksimalno mozno in dejansko koncentracijo kisika v brozgi (C'a — Cal) je
gonilna sila za prenos kisika. Slednja doloca parcialni tlak kisika v plinski mesanici, ki ga poleg
sestave doloca tudi tlak plina, s katerim prepihujemo. Topnost lahko izraunamo preko
Henryjevega zakona ravnoteZja, ki se glasi:

Pac = He-C'a, (2.2)

pac je parcialni tlak komponente A v plinu, He je Henryjeva konstanta, odvisna od
temperature.

Tabela 2.1 prikazuje vrednosti Henryjeve konstante in topnosti kisika v vodi v odvisnosti od
temperature ter vpliv sestave plina, s katerim prepihujemo vodo, na raztapljanje kisika v vodi.

Tabela 2.1: Henryjeva konstanta pri razlicnih temperaturah in topnost kisika v vodi v odvisnosti od
temperaturein parcialnega tlaka kisika v zraku, s katerim prepihujemo (prirejeno po Doran, 1995)

Topnost kisika v vodi (kg-m™)
o Henryjeva konstanta
T(°C) (atm-ma-kg'l) Prepihovanije s kisikom Prepihovanje z zrakom
(tlak je 1 atm) (tlak je 1 atm)
0 14,2 7,03-10° 1,48-107
10 18,2 5,49-10° 1,15-107
15 20,2 4,95-10” 1,04-107
20 22,2 4,50-10” 9,45.10°
25 24,2 4,14-10” 8,69-10°
26 24,6 4,07-10 8,55-10"
27 24,9 4,01-10” 8,42:10°
28 25,3 3,95-107 8,29-10°
29 25,7 3,89-10° 8,17-10°
30 26,1 3,84-10° 8,05-10°
35 27,9 3,58-107 7,52-10°
40 29,7 3,37-10° 7,07-10°
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Seveda teh podatkov ne moremo uporabiti neposredno za bioprocesne sisteme, saj ima
poleg drugih parametrov pomemben vpliv na topnost kisika sestava medija oziroma v vodi
raztopljene snovi. Tako je topnost kisika v tipicnem bioprocesnem goijiscu, ki vsebuje razlicne
topljence (sladkorje, anione, katione, protipenilce), za 5 do 25 % manjSa od topnosti kisika v
vodi pri enakih razmerah (temperatura, tlaki).

Poraba kisika v aerobnih bioprocesih

Celice med aerobno kultivacijo porabljajo raztopljeni kisik iz bioprocesne brozge. Hitrost
prenosa kisika iz plina v tekolino je zato zelo pomembna, 3e posebno pri velikih
koncentracijah celic, pri katerih lahko pride do limitacije rasti zaradi (ne)razpolozZljivosti kisika
v brozgi.

Celice aerobnih organizmov med intenzivno rastjo zaradi slabe topnosti kisika v brozgi hitro
porabijo raztopljeni kisik, zato ga je treba nenehno dovajati s prezraéevanjem. V brozgi s
koncentracijo aktivno dihajotih celic priblizno 1-10° celic-ml™ je treba vsebnost kisika v brozgi
nadomestiti okoli 12-krat na minuto, da pokrijemo potrebe po kisiku.

Hitrost porabe kisika iz bioprocesne brozge doloca hitrost, s katero raztapljamo kisik v brozgi.

Na potrebe po kisiku vplivajo predvsem naslednji faktor;ji:

- vrsta organizma

- faza rasti kulture

- vir ogljika v gojiscu (celice denimo najhitreje porabijo glukozo, zato so hitrosti porabe
kisika vecje, e je vir C v gojiscu glukoza)

V 8arznem bioprocesu se hitrost porabe kisika spreminja s ¢asom, in sicer zaradi:

- vedno vecje koncentracije celic — skupna (celotna) hitrost porabe kisika je sorazmerna
Stevilu prisotnih celic

- spreminjanja specifi¢ne hitrosti porabe kisika (go) (mol 0> 8iomase -+5 ™)

Specifi¢na hitrost porabe kisika je hitrost porabe kisika na celico in je odvisna predvsem od
biokemijske narave (lastnosti) celice in od njenega okolja. 1z slike 2.2 je razvidno, da je go
najvecja v zgodnji eksponentni fazi rasti.
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Slika 2.2. Spreminjanje specificne hitrosti porabe kisika in koncentracije biomase med 3arznim (prirejeno po
Doran, 1995)

Ko pa koncentracija raztopljenega kisika v brozgi pade pod doloceno vrednost, tj. kriticha
koncentracija raztopljenega kisika (Cy), postane go odvisna tudi od koncentracije kisika v
brozgi (Ca). Odvisnost go od Ca. prikazuje slika 2.3.

specifi¢na hitrost porabe kisika (9¢)

koncentracija raztopljenega kisika (C, )

Slika 2.3. Odvisnost specificne hitrosti porabe kisika od koncentracije raztopljenega kisika (prirejeno po
Doran, 1995)
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Koncentracija raztopljenega kisika v brozgi mora biti v vsaki tocki bioreaktorja veéja od Cy,, da
ne pride do limitacije rasti s kisikom. Vrednost kriticne koncentracije raztopljenega kisika je
odvisna od organizma, navadno se giblje med 5 in 10 %.

Hitrost porabe kisika na volumensko enoto brozge Qo (mol 0,:m™-s™) lahko zapiemo kot:
Qo =qo'X (2.3)
pri éemer je X koncentracija celic (g-m™).

Preden se molekula kisika porabi v celici mora na poti od zracnega mehurcka do
mitohondrija premagati Stevilne upore (prikazani kot (i) do (viii) na sliki 2.4). Najvecji upor za
prenos kisika je laminarni sloj (plast) tekocine okoli zratnega mehurcka, v katerem poteka
prenos snovi z difuzijo (iii). Transport skozi ta film je torej korak, ki limitira celotni proces ter
kontrolira skupno hitrost prenosa snovi.

fazna meja tekoée-trdno

\ film tekoZine

reakcija s kisikom

\ tekotina

plinski celica

mehuréek |
(i) skupek celic
ol

reakcija s kisikom

(v), (vi), (viii) 1§ oalica

film tekogine
film tekotine

fazna meja plinasto-tekote

Slika 2.4. Koraki pri prenosu kisika iz zracnega mehurcka do celice (prirejeno po Doran, 1995)
Stacionarno stanje

V stacionarnem stanju ni akumulacije kisika nikjer v bioreaktorju, torej mora biti hitrost
prenosa kisika iz zracnih mehurckov enaka hitrosti porabe kisika. ZapisSemo lahko:

ki-a(C aL— Cal) = goX (2.4)

20



Podgornik, A., Pag, M., Raspor, P. BIOTEHNOLOSKI TEHNIKUM: u¢benik za vaje, Ljubljana, Biotehnigka fakulteta,
Univerza v Ljubljani, 2013.

Enacbo (2.4) lahko uporabimo za razlicne namene:

- lzradunamo lahko maksimalno koncentracijo celic, ki jo doseZzemo v dolo¢enem sistemu
prenosa kisika v bioreaktorju. V doloéenih razmerah med obratovanjem je hitrost prenosa
kisika maksimalna, ko je koncentracijska razlika (C*AL — Cal), tj. gonilna sila za prenos
kisika, najvecja. To pa je takrat, ko je koncentracija raztopljenega kisika (Ca.) enaka nic.
Maksimalno koncentracijo biomase Xn,.x torej zapiSemo kot:

k -aC™
max = Keat a (2.5)
9o

Ce je Xmax Manjsa od tiste koncentracije biomase, ki jo Zelimo dose¢i v bioprocesu,
moramo izboljsati k.-a.

- Dolo¢imo lahko minimalni oziroma kritiéni ki-a, ki je potreben, da vzdriujemo
koncentracijo raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi nad kriticho koncentracijo
raztopljenega kisika (CaL > Cyr):

. - 90X
(ki@ ) (2.6)

Eksperimentalno dolocanje k.a

V realnih sistemih, ki vkljuCujejo prenos snovi, je zelo tezko doloditi kontaktno medfazno
povrsino (a). Ta je neposredno povezana s Stevilom in z velikostjo plinskih mehurckov v
tekocini, kar pa je odvisno od Stevilnih faktorjev, kot so sestava medija, hitrost mesanja in
pretok plina (zraka). Zato v praksi navadno dolo¢amo produkt k;-a, volumenski koeficient
snovnega prestopa oziroma prenosa kisika.

Kot rezultat mnogih Studij so nastale empiricne korelacije med ki-a in drugimi pomembnimi
procesnimi spremenljivkami, kot so premer mehurckov, hitrost tekoCine, gostota, viskoznost,
difuzivnost kisika idr. Kljub temu je le na podlagi korelacij tezko napovedati, kakSen bo k;-a v
dolo¢enem bioreaktorju, zato koeficient snovne prestopnosti navadno dolocamo
eksperimentalno.

Metode za dolodanje ki:‘a so zelo razliche, pri vseh pa moramo zagotoviti enake
eksperimentalne pogoje, kot so med obratovanjem v bioreaktorju.

Ce je koncentracija kisika, ki jo merimo med eksperimentom, konstantna, je metoda
stacionarna. Spremljamo vsebnost kisika v vstopnem plinu v bioreaktor in izstopnem plinu iz
bioreaktorja. Razlika med njima mora biti enaka hitrosti prenosa kisika iz plina v tekocino.
Metodo je mogoce izvesti med normalnim obratovanjem bioreaktorjev.
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Pri dinamiénih metodah se koncentracija kisika s ¢asom spreminja. Temeljijo torej na
nestacionarnih pogojih. Obstajajo razli¢ne razli¢ice dinami¢ne metode. Med najpogostejsimi
sta:

- razplinjevalna metoda (modificirana po Wiseju)

- dinamiéna metoda z mikroorganizmi (modificirana po Taghuchiju in sodelavcih)

Eksperiment poteka med Sarinim aerobnim bioprocesom v meSalnem bioreaktorju.
Koncentracijo raztopljenega kisika v brozgi spremljamo s senzorjem za merjenje Kkisika
(kisikova oziroma pO,-elektroda). Kisikov senzor je zgrajen iz ohiSja s polprepustno
membrano, skozi katero difundira kisik. Na notranji strani senzorja je elektrolit, v katerem sta
potopljeni anoda in katoda. Kisik difundira skozi film tekocine na zunanji strani tik ob
membrani ter nato skozi polprepustno membrano v notranjost senzorja, kjer sodeluje pri
hitri elektrokemijski reakciji:

katoda: O; + 2H,0 +4e” — 40H’
anoda: Ag+Cl— AgCl+e.

Izhodni elektricni tok je proporcionalen snovnemu toku kisika do katode, torej njegovi
aktivnosti oziroma parcialnemu tlaku, zato izraz koncentracija kisika pravzaprav pomeni
parcialni tlak kisika. Snovni tok kisika do katode je tako odvisen od dveh uporov: upora
membrane in upora filma na zunanji strani senzorja. Na rezultate meritev lahko vplivajo tudi
mehurcki, ki se med merjenjem »lepijo« na membrano oziroma ostajajo v raztopini, Ce
uporabimo dinami¢no metodo s prepihovanjem. Tako se lahko v doloéenem trenutku
vrednost koncentracije kisika, ki jo kaze elektroda, in dejanska vrednost razlikujeta v primeru,
ko senzor ne more slediti hitrim spremembam koncentracije v tekocini oziroma takrat, ko
medij, v katerem merimo, povzroca kakSne nezazelene pojave. Zato imajo stacionarne
metode celo nekatere prednosti pred dinami¢nimi.

V nekem casu (t = 0) zacnemo izpodrivati kisik iz brozge (deoksigenacija), tako da izklopimo
prezraCevanje in zmanjSamo hitrost mesanja na minimum, da Se ne pride do posedanja
mikroorganizmov, hkrati pa prepre¢imo povrsinsko aeracijo. Koncentracija raztopljenega
kisika v brozgi (Ca.) zacne padati, saj ga celice porabljajo (slika 2.5). Za ta del krivulje velja
enacba (2.3).
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Slika 2.5. Spreminjanje koncentracije raztopljenega kisika v bioprocesni brozgi med dinami¢no metodo
dolocanja k.-a (prirejeno po Doran, 1995)

Prezracevanje moramo ponovno vklopiti, preden koncentracija raztopljenega kisika v brozgi
doseze Cy, saj je pomembno, da hitrost porabe kisika ni odvisna od koncentracije
raztopljenega kisika. Po vklopu prezradevanja sledi ponovno raztapljanje kisika in
povecevanje koncentracije raztopljenega kisika v brozgi (reoksigenacija) do ravnoteZne
koncentracije raztopljenega kisika (C ), ki je odraz ravnoteZja med vnosom in porabo kisika.
CaL1 in Caro na sliki 2.5 sta med reoksigenacijo izmerjeni koncentraciji kisika ob ¢asih t; in t,.
Med reoksigenacijo sistem ni v stacionarnem stanju, ker gre tako za vnos kisika v brozgo
(kL-a(C*AL — CaL)) kot za porabo s celicami (go-X). Tako velja naslednja enacba:

dfj:—tM = ki-a(C aL— Ca) — Go'X (2.7)

Ko pa se vzpostavi stacionarno stanje, je Ca. = Ca., dgt’“ = 0, saj se koncentracija

raztopljenega kisika s Casom ne spreminja. Iz enacbe (2.7) torej sledi:
go-X=ki-a(C'a— Ca) (2.8)

Ce izraz (2.8) vnesemo v enacbo (2.7), dobimo:
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dC,,

= kia( Ca - Cal) (2.9)

Predpostavimo, da se k.-a s ¢asom ne spreminja in zapis (2.9) integriramo med ¢asoma t; in
t,. Rezultat je nasledniji:

Ca-C
In (=28~ >Any
Ca -Cpup

ki-a= (2.10)

k.-a lahko tako izra¢unamo iz dveh tock na sliki 2.5. Rezultat je natancnejsi, ¢e izberemo vec

e Ca -C . . . .
tock, izraéunamo In (=2"—A1 ) in vrednosti nanesemo na ordinato, t, — t; pa na absciso
Ca-C,,

(slika 2.6). Naklon premice predstavlja k.-a.

0,8
0,6
o
= rz naklon = kl_a
19 04-
= =1
<| <
Qo
—r
=
024
0,0 T T T T
0,0 0,1 02 0,3 0,4

.

(ty-1)
Slika 2.6. Graficna dolocitev k.-a z dinami¢no metodo (prirejeno po Doran, 1995)
Izraz (2.10) lahko uporabimo tudi za sisteme brez porabe kisika. V tem primeru je Ca. = CaL
metodi za dolo¢anje k.-a pa pravimo razplinjevalna metoda.
2.2 Naloga
Dolocitev volumenskega koeficienta snovnega prestopa kisika (ki-a) pri razlicnih hitrostih

mesanja in pretokih zraka v laboratorijskem bioreaktorju standardnih dimenzij z dvema
dinami¢nima metodama: razplinjevalno in dinami¢no metodo z mikroorganizmi.
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2.3 Potreben material in oprema

Kultura
Cista kultura kvasovk Saccharomyces cerevisiae (pekovski kvas).

Gojisée
Sestava gojis¢a za aerobno submerzno kultivacijo kvasovk v SarZnem bioprocesu je podana v
tabeli 2.2. Gojisce je bilo sterilizirano v avtoklavu 20 min pri 121 °Cin tlaku 1,2 bar.

Tabela 2.2: Sestava gojiS¢a za aerobno submerzno kultivacijo kvasovk v SarZnem bioprocesu

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt 5,0
saharoza 10,0
destilirana voda do 1000 mL

Aparature in oprema:

laboratorijski mesalni bioreaktor (V4 =10 L) z opremo, pO,-elektroda
laboratorijski mesalni bioreaktor (V4= 2,5 L) z opremo, pO,-elektroda (Slika 1.4)
jeklenka z N,

rotameter

laboratorijski inventar za inokulacijo: gorilnik, lij

2.4 Potek vaje

Razplinjevalna metoda

Vodo v bioreaktorju (10 L) prepihujemo z inertnim plinom N, tako dolgo, da izpodrinemo ves
raztopljeni kisik iz vode. Pretok dugika uravnamo z rotametrom na 10,0 L'min™. Vsebnost
kisika v vodi merimo s prej umerjeno pO,-elektrodo in na monitorju spremljamo grafi¢ni
prikaz spreminjanja pO, (v %) v odvisnosti od ¢asa. Ko je vrednost pO, enaka ni¢, prekinemo
dotok dusika, nastavimo 1. kombinacijo eksperimentalnih parametrov (hitrost mesanja in
pretok zraka), pri katerem bomo dolocali k.-a, ter vklopimo prezracevanje. Spremljamo
ponovno raztapljanje kisika v vodi (reoksigenacija). Ko pO, doseze 100 %, ponovimo postopek
izpodrinjanja kisika iz vode in nastavimo 2. kombinacijo parametrov. Eksperiment izvedemo
pri Stirih razliénih eksperimentalnih pogojih, prikazanih v tabeli 2.3.
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Tabela 2.3: Prikaz eksperimentalnih pogojev pri razplinjevalni metodi
Kombinacija Hitrost mesanja (min'l) Pretok zraka (L-min'l)
parametrov
1. 100 5,0
2. 100 10,0
3. 200 10,0
4. 200 5,0

Dinami¢na metoda z mikroorganizmi

Inokulum pripravimo tako, da v 125 mL sterilnega gojis¢a (tabela 2.2) zatehtamo 2,5 g
pekovskega kvasa. Inokulum asepti¢no (ob gorilniku, skozi sterilen lij) prenesemo v 2,375 L
sterilnega prezraCenega gojiS¢a v bioreaktorju in tako zazenemo Sarzen aeroben submerzen
bioproces. Kultivacija kvasovk poteka pri temperaturi 28 °C, hitrosti meanja 200 min™ in
pretoku zraka 5,0 L-min™ (2 vwm). Tako zagotovimo, da je koncentracija kisika v brozgi &im
bliZze nasicenju.

Cez priblizno 15 minut izklopimo prezracevanje in me$anje zmanjsamo na minimum, da
prepre¢imo povrSinsko aeracijo ter zagotovimo dober odzivni ¢as elektrode, hkrati pa
doseZemo, da se mikroorganizmi ne posedajo. Spremljamo linearno padanje koncentracije
raztopljenega kisika v brozgi. Ko pO, doseze 40 %, prezraCevanje in meSanje ponovno
uravnamo na Zelene proucevane vrednosti. Ce je hitrost dovajanja kisika ve¢ja od hitrosti
njegove porabe, zaéne pO, narascati. Spreminjanje pO, v brozgi ponazarja slika 2.5.
Eksperiment izvedemo pri kombinacijah parametrov, prikazanih v tabeli 2.4.

Tabela 2.4:  Prikaz eksperimentalnih pogojev pri dinami¢ni metodi z mikroorganizmi
Kombinacija Hitrost mesanja (min'l) Pretok zraka (L-min'l)
parametrov

1. 100 5,0
2. 100 2,5
3. 200 2,5

2.5 Meritve, izracuni in rezultati

Meritve

Graficni prikaz: pO; (v %) v odvisnosti od ¢asa za razplinjevalno metodo in dinami¢no metodo
z mikroorganizmi; na grafih naj bodo oznaceni razli¢ni eksperimentalni pogoji.
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Izracuni

Volumenski koeficienti snovnega prestopa kisika (k.-a) pri razliénih hitrostih mesanja in
pretokih zraka, doloceni z razplinjevalno metodo in dinami¢cno metodo z mikroorganizmi -
izracuni vkljuCujejo tudi grafi¢ne prikaze (sliki 2.5 in 2.6).

Predstavitev rezultatov:
Tabela: koeficienti ki-a pri razliénih hitrostih meSanja in pretokih zraka, doloceni z
razplinjevalno metodo in dinami¢no metodo z mikroorganizmi.
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3 LOCEVANIJE PROTEINOV Z VISOKOTLACNO TEKOCINSKO
KROMATOGRAFIJO

Ales Podgornik

3.1 Teoreticne osnove

Visokotlacna tekocinska kromatografija (ang. High Pressure Liquid Chromatography ali s
kratico HPLC) predstavlja danes eno izmed pomembnih analitskih metod kot tudi eno izmed
najpomembnejsih metod ¢iscenja in izolacije substanc. To Se posebej velja v primerih, ko je
zahtevana visoka stopnija Cistosti ciljne molekule.

Pri kromatografiji temelji lo¢evanje substanc na osnovi njihove razli¢ne afinitete do dolocene
vrste kemijskih skupin, ki so navadno pri¢vrs¢ene na trdnem nosilcu. Ta proces poteka v t.i.
kromatografski koloni. Obi¢ajno je kromatografska kolona cev (kovinska, steklena ali
plasticna) napolnjena s trdnim nosilcem fiksiranim znotraj cevi, na katerem se nahajajo
kemijske skupine. Skozi kromatografsko kolono s pomocjo ¢rpalk potiskamo mobilno fazo, v
kateri se nahajajo snovi, ki jih Zelimo locevati. Ker imajo snovi raztopljene v mobilni fazi
razliéno afiniteto do kemijskih skupin na trdnem nosilcu, se na njem zadrzZijo razlicno dolgo,
kar povzroci njihovo loCevanje. Na izhodu iz kolone se nahaja detektor, s katerim detektiramo
snovi, ki prihajajo iz kolone. Primer kromatografa je prikazan na sliki 3.1.

Kromatografska
kolona

Kromatogram

— —

Injektor

wly

Mobilna faza 2= -

Vzorec

Zajemanje podatkov

Ena ali veé érpalk Detektor

Odpad

Slika 3.1. Slika HPLC sistema (prirejeno po Waters - http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049055)
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Ker ima pod danimi pogoji vsaka snov svoj znacilen €as zadrZzevanja v koloni, prihajajo snovi iz
kolone v dolocenih pulzih, kar se kaze v obliki znacilnih vrhov na detektorju, kot je prikazano
na sliki 3.2.

baznalinija

4

3

/\ 5
‘/ ] \S’)
cas

Slika 3.2. Tipicen kromatogram - Steviléne oznake kaZejo vrhove, bazna linija pa je oznafena s puscicami

signal

Idealno je, ¢e se snovi med seboj popolnoma locijo, to pomeni, da sta vrhova lo¢ena do
bazne linije (Slika 3.2, vrhovi 3, 4, 5). Bazna linija imenujemo kromatogram, ki ga dobimo, ce
posnamemo kromatogram ne da bi v HPLC sistem injicirali vzorec. Zal lo¢ba do bazne linije ni
vedno mogoca in pogosto dobimo vrhove, ki se med seboj prekrivajo (Slika 3.2, vrhova 1, 2),
zaradi ¢esar ne moremo pridobiti Zeljene snovi v &isti obliki z visokim izkoristkom. Ce Zelimo
lo¢bo izboljsati, moramo spremeniti pogoje lo€evanja. To lahko naredimo s spreminjanjem
sestave mobilne faze (npr. sprememba pH vrednosti) ali z uporabo drugega trdnega nosilca.
Prav slednje omogoca izjemno fleksibilnost kromatografskih metod, saj obstoja prakti¢no
neomejeno Stevilo kemijskih skupin, ki povzrocajo razlicne interakcije s ciljnimi molekulami.
Na osnovi tega tudi lo¢imo razlicne vrste kromatografije, med katerimi so glavne:

- ionsko izmenjevalna kromatografija

- kromatografija na osnovi hidrofobnih interakcij

- kromatografija na reverzni fazi

- afinitetna kromatografija

- gelska filtracija.

Vse navedene vrste kromatografij se uporabljajo tako za analizo spojin v vzorcih kot tudi za
izolacijo ciljnih snovi iz kompleksne mesanice. Za manjSe molekule je najpogosteje
molekul navadno potrebno ve¢ kromatografskih postopkov, ki pa v skoraj vseh primerih
vkljuCujejo ionsko izmenjevalno kromatografijo, zato bomo le-to tudi podrobneje opisali in jo
uporabili na vaji.
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Za ionsko izmenjevalno kromatografijo (ang. lon Exchange Chromatography ali s kratico 1EX)
je znacilno, da so na trdnem nosilcu pricvrs¢ene skupine, ki imajo naboj. Le-ta je lahko
pozitiven (ang. Anion Exchange Chromatography - AEX) ali negativen (ang. Cation Exchange
Chromatography - CEX) in na osnovi tega skupine privladijo oziroma odbijajo molekule
prisotne v mobilni fazi, kar povzroca njihovo razlicno dolgo zadrzevanje v koloni. Kot mobilna
faza se najpogosteje uporabljajo razli¢ni, ¢e je le mogoce biolosko kompatibilni pufri, kot so
npr. fosfatni pufer, Tris, citratni pufer in drugi. Le-ti zagotavljajo, da se pH vrednost mobilne
faze ne spreminja, kar zagotavlja konstantno moc interakcij med skupinami na trdnem
nosilcu in snovmi, ki ji loCujemo ter s tem ponovljivost lo¢evanja. Glede na obmocje pH
vrednosti, znotraj katere so skupine na trdnem nosilcu nabite, lo¢imo Sibke in moéne ionske
izmenjevalce. Mocni ionski izmenjevalci so skupine, ki so nabite v zelo Sirokem obmocju pH
vrednosti, tipéno med 2 in 12. Primer so pozitivho nabiti kvarterni amini (QA) in negativno
nabite SOz skupine. Zanje je znadilno, da se njihov naboj znotraj tega obmocdja prakti¢no ne
spreminja, zaradi Cesar je enaka tudi moc interakcij. Za Sibke ionske izmenjevalce pa je
znacilno, da se njihov naboj spreminja glede na pH vrednost mobilne faze, zaradi Cesar se
spreminja tudi moc interakcije. Posledi¢no se zaradi tega spreminja tudi lo¢ba molekul.

V biotehnologiji moramo pogosto izolirati relativno velike molekule, kot so peptidi, proteini,
DNA ali celo virusni delci. Vecini se, podobno kot ionsko izmenjevalnim skupinam na trdnem
nosilcu, spreminja naboj glede na pH vrednost mobilne faze, v kateri se nahajajo, lahko tudi iz
pozitivhega v negativnega in obratno. Pri proteinih poznamo izoelektri¢no tocko, to je pH
vrednost, pri kateri je celotni naboj proteina 0, nad to vrednostjo postane negativno nabit
pod njo pa pozitivno. Na osnovi tega lahko sklepamo, da spreminjanje pH vrednosti kljuéno
vpliva na nacin lo¢evanja.

Velike molekule se navadno zaradi vecjega Stevila veznih mest zelo moc¢no veZejo na kemijske
skupine prisotne na trdnem nosilcu in se z njih ne sperejo pri konstantni sestavi mobilne faze.
Da se desorbirajo, moramo navadno spremeniti sestavo mobilne faze, kar lahko naredimo s
spremembno pH vrednosti ali, bolj pogosto, z viSanjem koncentracije soli (tipicno NaCl). V
primeru slednjega pride do vezave ionov soli na aktivne skupine prisotne na trdnem nosilcu,
ki zato izrinejo prej vezano molekulo. Ker so razlicne snovi razlicno moc¢no vezane, se sperejo
iz kolone pri razliéni koncentraciji soli. Kvaliteto lo¢be lahko torej spreminjamo s hitrostjo
spreminjanja sestave mobilne faze, ¢emur pravimo tudi z naklonom gradienta.

3.2 Naloga

Seznanitev z delovanjem gradientnega HPLC sistema. Preucitev vpliva gradienta na lo¢evanje
testnih proteinov. Locba proteinov v jajcnem beljaku. Dolocanje kolicine proteina v vzorcu.
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3.3 Potreben material in oprema

Proteinski vzorci:
- testni proteini: mioglobin, citokrom C, lizocim
- vzorec jajénega beljaka

Mobilne faze:
- 20 mM Tris-HCI; pH=8,0
- 20 mM Tris-HCI; pH=8,0 + 1,5 M NaCl

Kromatografske kolone:
- CIM disk SO3 monolitna kolona

Oprema:
- tekocinski kromatograf (HPLC) z vezano CIM disk SO; monolitno kolono

- spektrofotometer
- tehtnica
- pH meter

3.4 Potek vaje

Razdelimo se v dve skupini. Ena pripravlja nabor pufrov druga pa zacne delo na HPLC sistemu.
Po polovici ¢asa se skupini zamenjata.

Priprava pufrov in vzorcev

Razdelimo se na dve skupini, vsaka skupina pripravi oba pufra ter izvede umerjanje vrednosti
pH. Pripravi 500 mL pufra z nizko ionsko mocjo in 300 mL pufra z dodano NaCl (visoka ionska
moc). Po 1 mL pufra z nizko ionsko mocjo, pH 8,0 prenesi v tri Eppendorf viale in v prvo
zatehtaj 1 mg proteina mioglobina, v drugo 1 mg proteina citokroma C, v tretjo pa 1 mg
lizocima. Stresaj, dokler se proteini ne raztopijo. Iz vsake Eppendorf viale odpipetiraj 600 uL
in jih zmesaj v svoji Eppendorf viali. S tem si pripravil mesanico razli¢nih proteinov.

Odpipetiraj 1 mL pufra z visoko ionsko mocjo, pH 8,0 v Eppendorf vialo in vanjo zatehtaj 5 mg
proteina lizocima. Stresaj, dokler se protein ne raztopi, nato raztopino prefiltriraj skozi
0,45 pm filter v drugo vialo. |z raztopine lizocima naredi Se 4 raztopine razli¢nih koncentracij z
red¢itvami s pufrom z visoko ionsko mocjo, vsako v svoji Eppendorf viali. Pri pripravi
upostevaj, da potrebujes vsake raztopine okoli 0,5 mL.

Vzorec jajénega beljaka je bil pripravljen tako, da smo ga raztopili v fosfatnem pufru, pH 5,0,
ga pustili preko noci v hladilniku in oborino odfiltrirali. Vzemi tako pripravljeno raztopino
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jajénega beljaka in po zgledu raztopin lizocima naredi Se 2 raztopini z razlicnima
koncentracijama, vsake naj bo 1 mL. Izmeri absorbanco vseh treh raztopin pri 280 nm in
podatek zabeleZi, saj nam podaja priblizno koncentracijo celokupnih proteinov. Vsebino
Eppendorf viale s srednjo redcitvijo razdeli v dva dela, vsakega v svojo Eppendorf vialo in v
eno dodaj 0,5 mg lizozima ter dobro premesaj, da se protein raztopi. Gre za t.i. metodo
standardnega dodatka, s katero bomo dolocili lego in koli¢ino lizocima v jajénem beljaku.

HPLC sistem
Pred pricetkom eksperimentalnega dela pregledamo HPLC sistem in se pogovorimo o
njegovem delovanju.

Dolocanje umeritvene krivulje

Vzamemo predpripravljene raztopine lizocima razliénih koncentracij. Vzorec injiciramo v
HPLC sistem preko 20 plL zanke. Vsak vzorec injiciramo 4-krat, s Cemer ugotavljamo
ponovljivost. lzmerimo viSine in povrsine vrhov in si jih zabelezimo.

Vpliv naklona gradienta na locbo proteinov

NapiSemo gradientno kromatografsko metodo tako, da koncentracijo NaCl v mobilni fazi
spreminjamo od 0 M do 1,5 M. Lo¢eno injiciramo razli¢ne proteine (mioglobin, citokrom C in
lizocim) in si beleZimo zadrZevalni Cas vsakega. Nato injiciramo mesanico proteinov in
primerjamo njihove zadrZevalne case glede na injiciranja posameznih proteinov. Poleg
zadrzevalnega Casa si zabelezimo tudi povrsino in Sirino posameznih vrhov. Eksperiment
ponovimo s kromatografsko metodo, ki ima niZji naklon gradienta NaCl in ponovno injiciramo
mesanico proteinov. Ponovno zabeleZzimo zadrZzevalni ¢as, povrsino in Sirino vrhov. Na osnovi
zadrzevalnih ¢asov ocenimo koncentracijo soli, pri kateri se posamezen protein spere.

Analiza jajénega beljaka

Za analizo realnega vzorca bomo uporabili jaj¢ni beljak. Le-ta vsebuje 90 % vode, preostalo pa
so proteini, mascobe, vitamini, glukoza in minerali. Povprecni jajéni beljak vsebuje okoli 4,5 g
proteinov s sestavo navedeno v Tabeli 3.1. Uporabimo kromatografsko metodo in
kromatografsko kolono iz prejSnjega eksperimenta in injiciramo raztopine z razlicho
koncentracijo jajénega beljaka, ki smo jih predhodno pripravili. Prav tako injiciramo
raztopino, ki smo ji dodali lizocim. Podobno kot pri injiciranju mesSanice standardnih
proteinov si zabeleZimo zadrZevalni €as, povr$ino in Sirino vrhov. Na osnovi ugotovitev
prejSnje vaje poskusimo razloziti rezultate. Nato spreminjano naklon gradienta NaCl s ciljem,
da dobimo ¢im boljso lo¢bo proteinov.
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Tabela 3.1:

3.5 Meritve, izracuni in rezultati

Dolocanje umeritvene krivulje

Proteinska sestava jajcnega beljaka z delezi, molekulskimi masami in izoelektricnimi tockami
proteinov (Yamamoto s sod., 1996)

Protein Delez (%) Mw (Da) pl
ovalbumin 54 45000 4,5
ovotransferin 12 77700 6,0
ovomukoid 11 28000 4,1
ovoglobulin G2 4 47000 4,9-5,3
ovolglobulin G3 4 50000 4,8
ovomucin 3,5 0,22-270x10° 4,5-5,0
lizocim 3,4 14300 10,7
ovoglikoprotein 1 25000 3,9
ovoflavoprotein 0,8 32000 4,0
ovomakroglobulin 0,5 7,6-9,Ox105 4,5-4,7
avidin 0,05 68300 10,0
cistatin 0,05 12000 51

Izracunamo povprecno vrednost in relativno standardno deviacijo (RSD) Stirih zaporednih
injiciranj. NariSemo graf odvisnosti povprecne viSine in povrSine v odvisnosti od injicirane
koncentracije proteina. Vsakemu nizu podatkov prilagodimo premico, zapiSemo njeno
enacbo in korelacijski indeks (R?). Rezultate komentiramo.

Vpliv naklona gradienta na locbo proteinov

Izraunaj resolucijo po naslednji enacbi:

R je resolucija, t zadrZevalni ¢as in w Sirina vrha na bazni liniji (glej tudi sliko 3.3)

-t
W, +W,

2

(3.1)
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Slika 3.3. Retencijska ¢asa (t) ter Sirini vrhov (w), na osnovi katerih izra¢unamo resolucijo po enacbi 3.1.
Komentiraj vpliv naklona na zadrZevalni ¢as, povrsino, Sirino in na resolucijo vrhov.

Analiza jajénega beljaka

S pomocdjo podatkov v tabeli 3.1 poskusaj sklepati, kateri proteini pripradajo posameznim
vrhovom. lzra¢unaj koncentracijo lizocima v jajénem beljaku na osnovi razlike povrsSine vrha
lizocima pri raztopini, kateri smo dodali lizocim in tisti brez lizocima, na osnovi injiciranja
vzorca jajénega beljaka z razlicho koncentracijo in na usnovi umeritvene krivulje. Rezultate
komentira;.
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4 PRIPRAVA IN VALIDACIJA ENCIMSKEGA BIOSENZORIJA

Ales Podgornik

4.1 Teoreticne osnove

Biosenzor navadno definiramo kot analitsko opremo, ki vkljucuje biolosko komponento in
sistem za prenos signala. Bioloska komponenta je imobilizirana na povrsino, s ¢emer se
ohranja njena konstantna koli¢ina. Kadar je bioloSka komponenta encim, lahko uporabimo
razlicne nacine imobilizacije, v praksi pa se najpogosteje uporablja kovalentna vezava, katere
prednost je visoka stabilnost in trajnost.

Nosilec z imobiliziranim

encdmom

A. m = . A. . A
e N .

. AN A . . . -
A A*®

u [ | ® .

m A ¢ At
m A oM

H A . ®
n | L . A
substrat > produkt

Slika 4.1. Shematski prikaz encimskega biosenzorja: substrat (M) crpamo skozi nosilec s kovalentno
imobiliziranim encimom, ki ga pretvarja v produkt (e), medtem ko ostanejo ostale molekule
nespremenjene (A). Produkt nato detektiramo na razli¢ne nacine.

Za nastanek kovalentne vezi je poleg aktivne skupine na nosilcu bistvenega pomena, da ima
ustrezno reaktivno skupino tudi izbrani encim. Raziskave so pokazale, da od dvajsetih
aminokislin le osem aminokislin vsebuje aktivne skupine, ki so dovolj reaktivne pod milimi
pogoji. To so: guanidilna skupina arginina, y- in B- karboksilni skupini glutaminske in
asparaginske kisline, sulfohidrilna skupina cisteina, imidazolna skupina histidina, €-amino
skupina lizina, tioeterska skupina metionina, indolna skupina triptofana in fenolno hidroksilna
skupina tirozina.
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Med njimi je najpogosteje na povrsini proteinov prisotna amino skupina lizina, zato je tudi
vecina reakcij imobilizacije nacrtovanih za kovalentno vezavo na to skupino. To je tudi razlog,
da imajo nosilci namenjeni imobilizaciji encimov kemijske skupine, ki lahko reagirajo z amino
skupino. Take skupine so npr. aldehidne, epoksidne, sukcinimidne, hidrazidne,
karbonildiimidazolne (CDI) in Se nekatere druge. Potek reakcije imobilizacije na epoksidno in
CDI skupino je prikazan na sliki 4.2.

/=

0 N\J - % 0 MH—Iligand
| = H
0 O

CDI skupina

OH

° |
O / \“ -‘=% 0 H NH—TIigand

| ‘ epoksi
O sku pina

Slika 4.2. Shematski potek imobilizacije liganda na karbonildiimidazolno (CDI) skupino (zgoraj) in epoksi
skupino (spodaj). Ker imobilizacija navadno poteka preko aminske skupine, je le-ta pri ligandu se
posebej oznacena.

Poleg narave nosilca in samega encima, so pomembni tudi pogoji, pri katerih imobilizacija
poteka. Znano je, da vecina kemijskih reakcij hitreje poteka pri visji temperaturi, kar velja tudi
za reakcijo imobilizacije, vendar moramo pri tem upoStevati, da lahko pride med imobilizacijo
do spremembe konformacije ali celo razpada encima, kar bistveno vpliva na njegovo biolosko
aktivnost. Prav tako je pomemben pH raztopine, v kateri imobilizacija poteka, saj le-ta doloca
nabitost tako skupin na nosilcu kot tudi encima (pomembna je pl). Tudi v tem primeru
moramo paziti, da poteka imobilizacija v obmocdju, kjer ne pride do deaktivacije encima, saj
lahko v nasprotnem primeru dobimo visoko koli¢ino vezanega encima, ki pa nima bioloSke
aktivnosti.

Kljuna vloga encima v biosenzorju je selektivna pretvorba substrata v produkt, ki jo moramo
biti sposobni zaznati. Poznamo razliéne vrste prenosa signalov kot so npr. amperometri¢ni
(prenos elektricnega toka), termicni (sprememba temperature) in opticni, kjer spremembo
koncentracije, mase ali Stevila molekul poveiemo s svetlobno spremembo. Povezavo
merjene komponente in signala naredimo s t.i. umeritveno krivuljo, ki je specificna za
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preucevani sistem. S tem ugotovimo obcutljivost biosenzorja, obmocje linearnosti ter
dolo¢imo mejo detekcije. Med nasSo vajo bomo zaznavali spremembo obarvanosti, ki jo
povzroca nastali produkt in za detekcijo uporabili princip pretocne injekcijske analize (ang.
Flow Injection Analysis - FIA) z merjenjem absorbance.

Kot modelni encim bomo uporabili glukoza oksidazo. Merjenje aktivnosti poteka po slededi
shemi in temelji na sproscanju vodikovega peroksida pri oksidaciji glukoze v glukonsko
kislino:

glukoza oksidaza

B-D-glukoza + O, glukonska kislina + H,0,

Aktivnost biosenzorja z imobilizirano glukoza oksidazo dolo¢amo na FIA sistemu tako, da v
nosilni tok (v naSem primeru fosfatni pufer) vbrizgamo vzorec (npr. 100 pL glukoze s
koncentracijo 70 mg-L™). Ko tele vzorec skozi biosenzor, glukoza oksidaza oksidira glukozo in
sprosca vodikov peroksid. Za biosenzorjem se nosilni tok z vzorcem zdruZzi s tokom reagenta
in nastaja obarvan produkt, ki ga detektiramo pri 505 nm. Povrsina vrha je merilo encimske
aktivnosti. Shema zgradbe FIA sistema je prikazana na spodniji sliki.

vzorec
l |mob|IEZ|ran detektor :
L encim
nosilni pufer
reagent

Slika 4.3. Shematski prikaz encimskega biosenzorja vklju¢enega v FIA sistem

4.2 Naloga

Kalibracija pH metra. Priprava imobilizacijskih pufrov. Imobilizacija encima na nosilec.
Osvojitev koncepta delovanja meritve glukoze z encimom glukoza oksidaza. Priprava raztopin
glukoze. Vpliv imobilizacijskega pufra in narave skupine nosilca na obcutljivost biosenzorija.
Dolocanje stabilnosti biosenzorja. Dolocitev umeritvene krivulje.
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4.3 Potreben material in oprema

Encimi in reagenti

glukoza oksidaza (EC 1.1.3.4)
1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-5-pirazolon
fenol

hrenova peroksidaza (EC 1.11.1.7)

Imobilizacijski pufer
referencni pufri z razliéno vrednostjo pH
20 mM citratni pufer; pH=4

Nosilec
CIM Epoksi disk monolitna kolona
CIM CDI disk monolitna kolona

Nosilni pufer
0,1 M fosfatni pufer; pH =7

Vzorgci
vodne raztopine glukoze razli¢nih koncentracij

Oprema
- tekocCinski kromatograf prirejen za delovanje kot FIA sistem

- pH meter

- C(aSe

- avtomatska pipeta

- brizga

- Eppendorf viale

- CIM ohisje

- CIM epoksi monolitni disk
- CIM CDI monolitni disk

4.4 Potek vaje

Priprava vodnih raztopin glukoze

V destilirani vodi pripravimo raztopino glukoze s koncentracijo 2 g-L™" in red¢itve s faktorjem
2 do koncentracije pod 5 mg-L™. Za vajo uporabimo raztopino glukoze, ki je bila predhodno
pripravljena, saj mora raztopina stati 24 ur. Iz tako pripravljene raztopine pripravimo po
1,5 mL raztopine glukoze razlicnih koncentracij.

38



Podgornik, A., Pag, M., Raspor, P. BIOTEHNOLOSKI TEHNIKUM: u¢benik za vaje, Ljubljana, Biotehnigka fakulteta,
Univerza v Ljubljani, 2013.

Kalibracija pH metra
Za kalibracijo pH metra uporabimo dva referencna pufra. Kalibracijo izvedemo v dveh tockah
po dobljenih navodilih. Ustreznost kalibracije preverimo s tretjim referenc¢nim pufrom.

Priprava imobilizacijskega pufra
Pripravimo 100 mL imobilizacijskega pufra. IzraCunamo potrebno koli¢ino soli natrijevega
citrata in ga zatehtamo v ¢aso ter dolijemo ustrezno koli¢ino destilirane vode.

Priprava nosilnega pufer

Pripravimo 1 L nosilnega pufra s koncentracijo 0,1 M. Pufer pripravimo iz natrijevega ali
kalijevega fosfata. Pri dolocitvi potrebne zatehte preverimo, ali ima le-ta vezano kristalno
vodo in to upostevamo pri izraCunu. Raztopino umerimo na pH vrednost 7,0.

Priprava reagenta

Reagent pripravimo tako, da zatehtamo 0,585 g fenola in 0,25 g 1-fenil-2,3-dimetil-4-amino-
5- pirazolona ter odmerimo 2,5 mL 0,1 M fosfatnega pufra in 1,25 mL predhodno pripravljene
2 % raztopine hrenove peroksidaze v 0,1 M fosfatnem pufru ter vse raztopimo v 250 mL
destilirane vode. Uporabimo predhodno pripravljen reagent.

Imobilizacija glukoza oksidaze na nosilec

V imobilizacijskem pufru pripravimo raztopino encima glukoza oksidaza s koncentracijo
3 mg-mL™. CIM disk vstavimo v CIM ohije in z brizgo potisnemo skozenj 5 mL raztopine
glukoza oksidaze, pri ¢emer raztopino iz ohisja lovimo nazaj v 5 mL ¢&aSo, v kateri se je
nahajala raztopina glukoza oksidaze. Pri tem smo pozorni na vrsto skupine na CIM disku. CIM
disk vzamemo iz ohisja in ga potopimo v raztopino glukoza oksidaze tako, da sta obe strani
monolita dostopni za raztopino. Nato pustimo CIM diske v raztopini 24 ur na sobni
temperaturi.

FIA sistem
Pred zacetkom izvajanja eksperimentov se seznanimo z nacinom delovanja glukoznega
biosenzorja in z delovanjem FIA sistema.

Doloditev vpliva narave skupine nosilca na obdutljivost biosenzorja in njegovo stabilnost

V CIM ohisje vstavimo CIM disk z imobilizirano glukoza oksidazo in ga prikljuéimo na FIA
sistem. CIM disk temeljito speremo s pufrom in po¢akamo, da se bazna linija ustali. Injiciramo
100 pL raztopine glukoze s koncentracijo 2 gL' in merimo povriino nastalega vrha.
Ponovimo ve¢ iniciranj, da dobimo konstantne vrednosti. Nato izvedemo 10 zaporednjih
injiciranj z najvi$jo koncentracijo glukoze in ugotovimo stabilnost biosenzorja. Vsaka skupina
izvede eksperimente s svojim CIM nosilcem.
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Doloc¢anje umeritvene krivulje in vpliv pretoka

Na CIM disk z imobilizirano glukoza oksidazo injiciramo raztopine razlicnih koncentracij
glukoze. Za¢nemo z najnizjo, nadaljujemo do najviSje in se vrnemo na najniZjo. Z vsako
koncentracijo izvedemo vsaj 2 injiciranji. Nato spremenimo pretok in postopek ponovimo.
Eksperimente izvedemo pri 2 razlicnih pretokih. Vsaka skupina izvede eksperimente s svojim
CIM nosilcem.

4.5 Meritve, izracuni in rezultati

Porocilo mora vsebovati rezultate dela obeh skupin, torej rezultate imobilizacije glukoza
oksidaze tako na epoksi kot na CDI skupine.

FIA sistem
Shematic¢no prikaZzi delovanje FIA sistema in komentiraj njegovo delovanje.

Stabilnost biosenzorja

BeleZimo povrsine vrhov. NariSemo graf povrsine vrhov kot funkcijo Stevila injiciranj ter
podatke povezemo z linearno regresijo ter na grafu podamo enacbo premice in korelacijski
indeks (R?). Kaj pove smerni koeficient premice? Rezultate komentiramo.

Dolocanje umeritvene krivulje in vpliv pretoka na povrsino vrhov

Belezimo povrsine vrhov. NariSemo graf odvisnosti povrSine vrha od koncentracije glukoze za
vsak pretok in dolo¢imo obmocje linearnosti. Linearnemu obmodju priredimo premico in
njemo enacbo ter korelacijski indeks (R?) podamo na grafu. Primerjamo smerni koeficient
premic pri razliénih pretokih. Rezultate komentiramo.

Doloditev vpliva narave skupine nosilca na obdutljivost biosenzorja

Primerjamo rezultate stabilnosti in umeritvene krivulje za biosenzor, kjer je encim
imobiliziran na epoksi skupine in biosenzor, kjer je encim imobiliziran na CDI skupine.
Rezultate komentiramo.
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5 SPREMLJANJE SARZNEGA BIOPROCESA

Ales Podgornik

5.1 Teoreticne osnove

Mikroorganizmi so v biotehnologiji »holywoodske zvezde«, katerim se je potrebno podrediti.
Sposobni so namrec¢ tvorbe produkta, ki ga Zelimo pridobiti, pa naj bo to sama biomasa (npr.
pridobivanje pekovskega kvasa) ali ciljnega produkta (npr. antibiotiki). Ker je nas cilj pridobiti
¢im vec produkta v ¢im krajSem ¢asu, moramo nuditi mikroorganizmom pogoje, ki ga bodo
spodbudili k njegovi tvorbi. V primeru primarnih metabolitov, ki so sorazmerni koli¢ini
biomase, ali v primeru, ko je sama biomasa produkt, je zazeljena ¢im visja specifi€na hitrost
rasti, ki se odrazi v visoki koncentraciji biomase pridobljene v kratkem ¢asu. Tudi v primeru
sekundarnih produktov, to so produkti, ki so rezultat odziva mikroorganizma na neugodne
razmere (npr. pomanjkanje hrane ali obramba) Zelimo privesti ¢im vecje Stevilo celic v stanje
Zeljene produktivnosti, kar se odraza v visoki koncentraciji ciljnega produkta.

Kaksni pogoji gojenja bodo vodili do maksimalne tvorbe ciljnega produkta, je odvisno od
vrste mikroorganizma in tipa produkta, zato splosnih napotkov ni. Bistvenega pomena pa je,
da vemo, v kaksnem okolju se med potekom bioprocesa mikroorganizem nahaja in da znamo,
kadar je to potrebno, na te pogoje tudi vplivati. Predpogoj je torej, da znamo kljuéne
bioprocesne spremenljivke meriti, saj lahko na osnovi tega reguliramo proces na nacin, ki
omogoca doseganje maksimalne produktivnosti.

Pri nasi vaji bomo kot modelni mikroorganizem uporabili gram negativho bakterijo
Escherichia coli (E. coli).

Slika 5.1. Bakterija Escherichia coli pod elektronskim mikroskopom
(http://www.google.si/imgres?imgurl=http://www.universityofcalifornia.edu/everyday/agriculture/i
mages/e_coli.jpg&imgrefurl=http://www.universityofcalifornia.edu).
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E. coli je fakultativni anaerob, kar pomeni, da jo lahko gojimo tudi pod anaerobnimi pogoji, v
nasem primeru pa bomo uporabili aerobne pogoje, saj je rast hitrejSa. Da bi zagotovili
zadostno koncentracijo kisika, je potrebno medij, v katerem gojimo bakterijo, prepihovati z
zrakom, hkrati pa tudi premesavati, da zagotovimo zadostno raztapljanje kisika v mediju (glej
vaji »Mesanje in doloditev ¢asa pomesanja« ter »Prenos kisika - dolocanje k,a«). Seveda je
potrebno koncentracijo kisika v mediju spremljati, da jo ohranjamo na vrednosti, ki Se ni
limitna, hkrati pa ne previsoko, saj to pomeni draZje obratovanje bioprocesa. Poleg tega je
smiselno spremljati tudi druge procesne spremenljivke, kot sta vrednost pH, ki nam daje
informacije o metabolizmu in opti¢no gostoto, ki je v primeru enoceli¢nih mikroorganizmov,
kot je nasa bakterija, dober pokazatelj koncentracije biomase. Poleg koncentracije kisika je
drugi limitni parameter bioprocesa koncentracija hraniv, v nasem primeru koncentracija
glukoze, ki jo bomo spremljali z biosenzorjem vklju¢enim v FIA sistem, in smo ga pripravili v
vaji »Priprava in validacija biosenzorja«. Za rast je potrebno tudi zagotavljanje optimalne
temperature medija, zaradi Cesar moramo imeti ustrezno regulacijo.

Ker gre za Sarini bioproces, se koncentraciji substrata in biomase spreminjata, kot je to
prikazano na sliki 5.2.

12
KONCENTRACIJA
SUBSTRATA
10
KONCENTRACIJA
BIOMASE
8
§ 6
R
4
2
0 . . ; ' ' ' . . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢As (h)

Slika 5.2. Shematicen prikaz spreminjanja koncentracije substrata in biomase tekom 3arZznega bioprocesa.
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Dogajanje v Sarznem bioprocesu lahko zapiSemo z masnimi bilancami. Ker se koncentraciji
biomase in substrata tekom bioprocesa spreminjata, za to uporabimo diferencialne masne
bilance.

Tako lahko bilanco za spreminjanje koncentracije biomase v bioreaktorju opiSemo z enacbo:

ax
—u-X (5.1)
at ¥
kjer je X koncentracija biomase, t je procesni ¢as, u pa specifi¢na hitrost rasti.

V primeru, ko je specifi¢na hitrost rasti konstanta, lahko enacbo 5.1 integriramo in dobimo:

X = xo .ot (5.2)
oziroma po logartimiranju:

INnX =InX, +u-t (5.3)

Vidimo torej, da lahko doloé¢imo obmocje maksimalne specificne hitrosti rasti, ¢e nariSemo
In X proti procesnemu ¢asu. Na sliki 5.3 vidimo tipi¢en primer realnega Sarznega procesa.

Iz slike 5.3 lahko zaklju¢imo, da se specificna hitrost rasti spreminja po c¢asu. Konstantna
vrednost specificne hitrosti rasti se na sliki 5.3 odraza v ravnih delih. V primeru, ko je Crta
vzporedna z ¢asovno o0sjo, je specifi¢na hitrost rasti enaka 0, pri ¢emer gre na zacetku za fazo
prilagajanja, kasneje pa za stacionarno fazo. Faza neomejene rasti se odraza s konstantnim
naras¢anjem In X, faza odmiranja pa s konstantnim padanjem In X. Prehajanje iz faze
prilagajanja v fazo neomejene rasti imenujemo fazo pospesevanja, prehajanje iz neomejene
faze rasti v stacionarno fazo pa faza pojemanja.
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v ~ faza
pospesevanja

€as
Slika 5.3. Posamezne faze rasti mikroorganizma med Sarznim procesom

Poseben poudarek zasluzi faza pojemanja, imenova tudi faza limitacije, ki je navadno
posledica nizke koncentracije substrata v gojis¢u. Opisemo jo lahko s t.i. imenovano
Monodovo kinetiko:

— Hmax S (5.4)

Ks+S

Ta korelacije je Se posebej pomembna pri kontinuirnih procesih, saj dolofa ravnoteine
koncentracije (glej vajo 7; Simulacija kontinuirnega bioprocesa).

Poleg bilance za biomaso zapisemo tudi podobno bilanco za substrat:

d_szilux (5.5)
dt Y

Yxs imenujemo izkoristek (ang. Yield), ki doloca, koliksen je prirast koncentracije biomase
glede na porabo substrata. Izkoristek se lahko med bioprocesom spreminja, v fazi neomejene
rasti pa je navadno konstanten.
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Sarino gojenje izvajamo v bioreaktorju, ki je opremlijen s sistemom za regulacijo
temperature, za regulacijo premesavanja in vnos zraka ter s senzorji, ki omogocajo sprotne
meritve kljuénih biotehnoloskih spremenljivk kot so pH, pO,, temperatura in opti¢na gostota.
Ostale spremenljivke navadno merimo "off-line", kar pomeni, da je potrebno odvzeti
reprezentativen vzorec bioprocesne brozge in ga analizirati z razli¢cnimi metodami.

5.2 Naloga

Inokulacija gojis¢a. Nastavitve procesnih parametrov (regulacija temperature, hitrost
mesanja, vnos kisika, itd.). Kalibracija metode za dolo¢anje glukoze. Spremljanje pH, pO,,
opticne gostote in koncentracije glukoze. Grafi¢ni prikaz poteka bioprocesnih parametrov,
izracun maksimalne specifi¢ne hitrosti rasti (Umax) in produktivnosti. Izracun izkoristka.

5.3 Potreben material in oprema

Mikroorganizem
Escherichia coli

Rastno gojisce
Za namnoZevanje E. coli uporabimo LB bujon (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Sestava gojisca (LB bujon)

Sestavina Masa (g)
kvasni ekstrakt 5,0
glukoza 0,5

Nacl 10,0
pepton 10,0

Oprema
- Oprema za pripravo gojisc¢a in inokuluma: analitska tehtnica, pH meter

- Bioreaktorski sistem (Slika 1.4) - kultivacija v bioreaktorju
> 30-L laboratorijski bioreaktor (Vp=20L)z opremo:
- pHin pO, elektroda
- senzor za spremljanje temperature
- turbinsko megalo (0-600 vrt.-min™)
- dovod komprimiranega zraka
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- filter za zrak
- hladilnik izstopnih plinov
> podnozZje
» sistem za spremljanje opticne gostote
- peristalti¢na ¢rpalka
- spektrofotometer
» vmesnik za prenos in pretvorbo signalov
» avtomaticen sistem zajemanja podatkov
- Oprema za "off-line" analize: centrifuga, tehtnica, susilnik, pH meter, eksikator, FIA

5.4 Potek vaje

Bioreaktorski sistem

Pred pricetkom eksperimentalnega dela pregledamo bioreaktorski sistem in se pogovorimo o
njegovem delovanju. Nastavimo vrednosti za temperaturo, pretok zraka in hitrost mesanja
(8t. vrt.-min™) in sicer:

- T=37°C

- pretok zraka: 1vvm

- hitrost me$anja: 400 vrt.-min™

Vrednosti ostajajo konstantne skozi celoten bioproces. Doloc¢imo, katere spremenljivke bomo
belezili. Zaradi hitrosti bioprocesa (visoke koncentracije celic v inokulumu in visoke
specifiéne hitrosti rasti) bomo delali pod nesterilnimi pogoji.

Gojenje bakterijske kulture

V bioreaktor z LB bujonom inokuliramo 200 mL kulture bakterije E. coli s koncentracijo
2:10° celic-mL™. Spremljamo potek vrednosti pH in pO, ter opti¢no gostoto (absorbanco).
Vrednosti si zabelezimo vsakih 5 min. Na pribliZzno 20 min vzor¢imo okoli 20 mL bioprocesne
brozge (pazi na mrtvi volumen pri odvzemanju) za dolocitev koncentracije glukoze (za
podrobnosti glej vajo »Priprava in kalibracija biosenzorja«), suhe ter mokre biomase.
Odvzetemu vzorcu izmerimo vrednost pH. Proces razmnoZevanja traja zaradi visoke
koncentracije vcepka le nekaj ur.

Priprava vzorcev za dolocanje glukoze

Vzorec iz bioreaktorja preto¢éimo v centrifugirko in ga centrifugiramo 5 min pri
4000 vrt.-min'. Supernatant odlijemo in ga red¢imo, da pridemo v obmo¢je linearnosti
umeritvene krivulje za glukozo (za oceno uporabimo redcitve potrebne za doloditev zacetne
koncentracije glukoze v bioreaktorju), medtem ko usedlino uporabimo za doloc¢anje suhe in
mokre biomase. Injiciramo enako koli¢ino vzorca, kot smo jo uporabili pri doloéanju
umeritvene krivulje (npr. 20 pL). Rezultate zabelezimo.
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Dolocdanje koncentracije mokre in suhe biomase

10 mL bioprocesne brozge centrifugiramo v stehtanih in oznacenih centrifugirkah 5 min pri
4000 vrt.-min in biomaso dobro speremo z destilirano vodo, da odstranimo preostanke
gojiS¢a. Delamo v dveh paralelkah. Sediment (mokra biomasa) v steklenih centrifugirkah
stehtamo. Razlika v masi stehtane centrifugirke in njene zacetne mase (prazna centrifugirka)
predstavlja maso mokre biomase. Rezultat izrazimo kot g mokre biomase-L™" bioprocesne
brozge (upostevaj centrifugirani volumen brozge). Nato centrifugirke susimo 2 uri pri
T =105 °C, nakar jih prenesemo v eksikator, da se ohladijo. Centrifugirke ponovno stehtamo
in odsStejemo maso prazne centrifugirke. Razlika v masi predstavlja suho biomaso, ki jo
izrazimo kot g suhe biomase:-L" bioprocesne brozge (upostevaj centrifugirani volumen
brozge).

5.5 Meritve, izracuni in rezultati

NariSi umeritveno krivuljo za glukozo. V obeh primerih upostevaj, da gre premica skozi
izhodisce.

Na prvi graf narisi meritve "on-line" pH vrednosti, "off-line" pH vrednosti in "on-line" pO,
vrednosti in komentiraj trende.

Na drugi graf narisi vrednosti meritev opti¢ne gostote, suhe in mokre biomase in komentiraj
trende.

Izracunaj korelacijo med opti¢no gostoto in Stevilom celic v bioreaktorju (namig: upostevaj
opticno gostoto na zacetku bioprocesa, ko smo inokulirali dolo¢eno koli¢ino inokuluma z
znano koncentracijo celic in dejstvo, da je bila opti¢na gostota medija pred inokulacijo
postavljena na vrednost 0) ter med opti¢no gostoto in koncentracijo mokre biomase (namig:
za izracun uporabi podatke s konca bioprocesa, ko je koncentracija biomase visoka). V obeh
primerih upostevaj, da gre premica skozi izhodisce.

Na tretji graf nariSi vrednosti meritev "on-line" pH meritve, "on-line" pO2 meritve in
izratunane vrednosti koncentracij biomase v mg mokre biomase:L™ medija dobljene iz
merjenja opti¢ne gostote. lzraCunaj maksimalno specificno hitrost rasti (Umax) in ter
produktivnost procesa za biomaso. Doloci, v katerem trenutku bi morali bioproces zakljuciti,
da bi bila produktivnost maksimalna. lzraCunaj izkoristek Yxs za fazo rasti do porabe glukoze.
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6 CISCENJE PLAZMIDNE DNA

Ales Podgornik, Franc Smrekar, Mateja Ciringer

6.1 Teoreticne osnove

Gensko zdravljenje je v svoji osnovi oblika tehnologije rekombinantne DNA, ki zdruZuje
dognanja molekularne biologije in medicinskih znanosti za zdravljenje obolenj pri ¢loveku.
Pomeni popolnoma nov nacin zdravljenja, saj gre pri tem za poskus popravljanja
bolezenskega fenotipa prek vnosa funkcionalnih genov v somati¢ne celice. Najuspesnejse so
terapije monogenskih dednih bolezni (bolezen je posledica mutacije ali ve¢ mutacij v enem
genu), kot je primer cisticne fibroze, hude kombinirane imunska pomanijkljivosti (SCID),
nevrodegenerativnih obolenj, diabetesa in drugih. Genska zdravila se uveljavljajo tudi pri
zdravljenju kompleksnih poligenskih disfunkcij (bolezen je posledica mutacij v vec¢ razli¢nih
genih), kot so rak, starostne demence in imunske disfunkcije. Osnovni pogoj pri nacrtovanju
genskega zdravila je dobro razumevanje molekularnih osnov bolezni.

Za vnos v celice se posluzujemo dveh sploSnih metod:

Vnos z virusi: Uporabljajo se rekombinantni virusni delci, ki so sposobni vnesti gene v
celice z infekcijo, pri ¢emer se posluzujejo svojih visoko razvitih mehanizmov vstopa v
celice in vcepitve svojega genskega materiala v gostiteljski genom. Rekombinantne
virusne delce sestavijo tako, da njihove gene, ki kodirajo patogene virusne funkcije,
zamenjamo s terapevti¢nimi geni.

Fizikalne metode vnosa DNA: DNA injiciramo neposredno v celi¢na jedra v celi¢ni kulturi
(mikroinjiciranje). Celice lahko tudi bombardiramo z DNA, vezano na mikroprojektile
(mikroskopske delce Zlahtne kovine, previecene z DNA), ki predirajo celicno in jedrno
membrano. DNA se lahko vnaSa vgrajena v liposome, kapljicaste tvorbe iz polarnih
lipidov, ki vstopijo v celice z endocitozo, ali s fuzijo s celicno membrano. DNA se lahko tudi
veze v specificni proteinski kompleks DNA, ki ga prepoznajo doloceni celi¢ni membranski
receptorji in tako DNA vstopi v celico prek mehanizma z receptorji posredovane
endocitoze.

Pri uporabi fizikalnih metod je potrebna vecja koli¢ina dobro ocis¢ene plazmidne DNA
(pDNA). Obicajna doza za zdravljenje pacientov z melanomom je okoli 0,3 ug pDNA, medtem
ko je potrebno za celotno terapijo nekaj miligramov ¢iste pDNA. Zaradi majhne vsebnosti
pDNA v bakteriji (npr. v bakteriji Escherichia coli predstavlja pDNA le nekaj nad 3 % mase
celice) je potrebno razviti postopke, ki so uporabni tudi v ve¢jem merilu (1000 L brozge).
Poleg tega morajo postopki pridobivanja pDNA zagotoviti ponovljivost, u¢inkovitost in istost
pDNA, ki zadosti vsem regulatornim pogojem.
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Plazmidna DNA se obicajno proizvaja v bakteriji Escherichia coli (E. coli) in po svoji naravi
spada med primarne produkte, saj je proizvedena koli¢ina sorazmerna s koli¢ino biomase.
Vecina tako pridobljene pDNA je v superzviti obliki (sc pDNA), ki ima visjo ucinkovitost pri
zdravljenju kot delno razgrajena krozna pDNA (oc pDNA) oziroma linearna pDNA. Poleg tega
so lahko prisotne Se ostale oblike kot so dimeri pDNA in denaturirana pDNA, ki so prav tako
nezazeljene.

Cilj pri cis¢enju pDNA je odstranjevanje celicne stene, bakterijskih proteinov, lipidov,
predstavljajo fragmenti genomske DNA (gDNA), visoko molekularna RNA in razliéne oblike
razgrajene pDNA, zaradi podobnosti v fizikalnih in kemijskih lastnostih. Tipicna sestava
bakterijskega lizata je navedena v Tabeli 6.1

Tabela 6.1:  Sestava bakterijskega lizata

Sestava bakterijskega lizata

55 % proteinov

21 % RNA

3 % gDNA

>3 % pDNA

15 % ostalo

Postopki ciS¢enja morajo zagotoviti odstranitev 99,9 % vseh necisto¢. Plazmidna DNA
namenjena humani uporabi mora ustrezati kriterijem navedenim v Tabeli 6.2.

Tabela 6.2:  Sestava bakterijskega lizata

Necistoca Meja sprejemljivosti Metoda dolocitve
enotoksini (LPS) <10 E.U.-mg" pDNA LAL test

gDNA <2 ug'mg" pDNA PCR

RNA <0,2 pg-mg ™ pDNA HPLC

proteini <3 pg'mg” pDNA BCA test

delez sc glede na oc izoobliko >97 % CGE

Obstaja vec nacinov ¢is¢enja plazmidne DNA kot sta npr. filtracija in precipitacija, vendar
lahko dosezemo zahtevano stopnjo Cistosti le z uporabo ve¢ tehnik med njimi tudi

kromatografije, kar bomo izvedli tudi pri vaji. Znacilna shema cis¢enja je prikazana na spodnji
sliki (6.1).
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Slika 6.1. Tipicen postopek Cisc¢enja plazmidne DNA iz bakterije E. coli

6.2 Naloga

Centrifugiranje. Razbijanje celic z alkalno lizo in obarjanje. Cis¢enje lizata z ionsko
izmenjevalnim kromatografskim nosilcem. Postavitev HPLC analitske metode za spremljanje
¢is¢enja pDNA.
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6.3 Potreben material in oprema

Bakterijski sev
nepatogeni sev bakterije Escherichia coli

Plazmidi

pEGFP 4,1 kb

Kemikalije za alkalno lizo

- 50 mM Tris, 10 mM EDTA,; pH 8,0

- 10%SDS

- 1M NaOH

- 3 M kalijev acetat

- 4 MCcCaCl

Analitska HPLC metoda

- standardi Ciste sc pDNA, oc pDNA, RNA in gDNA

- 50 mm Tris, 10 mM EDTA; pH 7,2 (1 L)

- 50 mm Tris, 10 mM EDTA, 1,5M NaCl; pH 7,2 (1 L)
Kromatografsko Cis¢enje pDNA

- 50 mm Tris, 10 mM EDTA; pH 7,2 (1 L)

- 50 mm Tris, 10 mM EDTA, 0,6M NaCl; pH 7,2 (1 L)
- 50 mm Tris, 10 mM EDTA, 1.0M NaCl; pH 7,2 (1 L)
Kromatografske kolone

2 CIM disk DEAE monolitni koloni

Oprema

- 21-Lcasi

- tekocinski kromatograf (HPLC)

- centrifuga (mora omogocati vsaj 12000 rpm)

- peristalti¢na ¢rpalka

- vibromix

- avtomatska pipeta

- spektrofotometer

6.4 Potek vaje

Bakterijska kultura
Uporabimo bakterijsko kulturo, ki smo jo nagojili pri vaji »Spremljanje bioprocesa«.

Centrifugiranje
Gojis¢e z bakterijsko kulturo prenesemo v centrifugirke (koli¢ina je odvisna od volumna

centrifugirk) in centrifugiramo 10 min na 12000 rpm. Supernatantu izmerimo absorbanco pri
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600 nm, kot kontrolo uspesnosti centrifugiranja in ga nato zavrzemo, bakterijsko biomaso iz
vseh centrifugirk pa prenesemo v 1000 mL ¢aSo. Ko scentrifugiramo 10 L bakterijske kulture
zatnemo s pridobljeno biomaso alkalno lizo, pri ¢emer predhodno stehtamo kolic¢ino
pridobljene biomase. Socasno nadaljujemo s centrifugiranjem dokler ne sprocesiramo vse
bioprocesne brozge pri cemer pridobljeno biomaso dajamo v drugo 1000 mL ¢aso. Nato tudi
to biomaso stehtamo in izvedemo alkalno lizo.

Alkalna liza in obarjanje

Alkalno lizo izvedemo na podlagi naslednjega protokola. Ca%o v kateri se nahaja predhodno
scentrifugirana biomasa postavimo na led. Nato dolijemo v ¢aso na vsak gram biomase 10 mL
raztopine Tris pufer (50 mM) in EDTA (10 mM), pH = 8,0 (npr. za 5 g biomase dodamo 50 mL
pufra), predhodno ohlajenega na 4 °C. Ca%o postavimo na magnetno mesalo in me$amo
dokler ne dobimo homogene suspenzije. Medtem pripravimo svezo raztopino 0,2 M NaOH in
1 % SDS. Nato odstranimo ¢aso z magnetnega mesala, jo postavimo na led, in ob mesanju s
stekleno pal¢ko (da zmanj$amo morebitne poskodbe pDNA) dodamo 10 mL-g” biomase
sveze pripravljene raztopne NaOH (0,2 M) in SDS (1 %) ter pustimo stati natanc¢no 5 min. Ob
medanju s stekleno pal¢ko nato dodamo $e 10 mL-g™" biomase 3 M raztopine kalijevega
acetata s pH vrednostjo 5,5, ki je bil predhodno v zmrzovalniku. MeSamo 3 minute in dodamo
raztopino CaCl, do koncentracije 0,5 M (dodaj 1/7 volumna lizata). Cao damo v hladilnik za
15 minut. Nato vsebino caSe prelijemo v centrifugirke in centrifugiramo pol ure na
12000 rpm. Plazmid se nahaja v supernatantu, ki ga odlijemo in ga prefiltriramo skozi
0,45 um filter.

HPLC analitska metoda za analizo pDNA

Uporabimo predhodno razvito gradientno kromatografsko metodo za lo¢bo oc pDNA, sc
pDNA, RNA in gDNA. Vzorec Ciste sc pDNA znane koncentracije red¢imo v ustreznih razmerjih
in injiciramo. lzraCunamo in zabelezimo povrSino vrhov na osnovi ¢esar izracunamo
umeritveno krivuljo (glej tudi vajo »LoCevanje proteinov z visokotlatno tekocinsko
kromatografijo«). Na podlagi predhodno razvite metode analiziramo lizat dobljen po alkalni
lizi in frakcije zbrane pri ¢is¢enju pDNA na DEAE monolitni kromatografski koloni.

Cis¢enje pDNA na DEAE CIM monolitni kromatografski koloni

Filtriran lizat pred nalaganjem na DEAE CIM monolitno kromatografsko kolono red¢imo s 3
volumni destilirane vode na 1 volumen lizata (tako zagotovimo dovolj nizko prevodnost, ki
omogoca vezavo plazmida na ionski izmenjevalec). Razredéen lizat nalagamo na kolono s
peristalticno ¢rpalko in lovimo frakcije, ki jih analiziramo na HPLC sistemu z drugo DEAE CIM
monolitno kromatografsko kolono in tako preverjamo, ali je dosezen preboj DNA. Prav tako
izmerimo absorbanco polovljenih frakcij na spektrofotometru pri valovnih dolZzinah 260 in
280 nm. Na koncu nalaganja preko kolone precrpamo pufra TE z brez NaCl in 0,6 M NaCl.
pDNA se s kolone spere s pufrom, ki vsebuje 1 M NaCl. Vse frakcije zbiramo. Koncentracijo
eluirane pDNA (frakcija z 1 M NaCl) ovrednotimo tudi s spektrofotometrom pri 260 nm.
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6.5 Meritve, izra€uni in rezultati

Centrifugiranje
BeleZi motnost supernatanta po centrifugiranju in komentiraj rezultate. Na osnovi meritev

biomase po centrifugiranju dolo¢i koncentracijo biomase v zaCetnem vzorcu. Primerjaj
rezultate z oceno koli¢ine pridobljene biomase na vaji »Spremljanje bioprocesa«.

HPLC analitska metoda za analizo pDNA

Na podlagi rezultatov injiciranja razlicnih koncentracij plazmidne DNA na DEAE CIM
monolitno kolono nariSemo graf ter izraCunamo umeritveno krivuljo ter podatke uporabimo
za izracun koncentracije pDNA v posameznih frakcijah.

pDNA s DEAE kromatografskim nosilcem

Narisemo krivuljo koncentracije sc pDNA (podatki pridobljeni s HPLC metodo) na izhodu DEAE
monolitne kolone kot funkcijo preto¢enega volumna vzorca. Dolo¢imo tocko, ko je kolona
nasi¢ena in izraCcunamo kapaciteto DEAE kolone (mg sc pDNA). Oceni produktivnost procesa
¢is€enja (kolicina pridobljene sc pDNA na ¢asovno enoto).
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7 SIMULACIA KONTINUIRNEGA BIOPROCESA

Maja Pas

7.1 Teoreticne osnove

V kontinuirnem bioprocesu bioreaktor obratuje z dolo¢enim pretokom medija v bioreaktor in
bioprocesne brozge iz njega. Ce je vsebina bioreaktorja dobro premesana, ima izstopni tok
enako sestavo kot bioprocesna brozga v bioreaktorju. Iz bioreaktorja izlocene celice se
nadomestijo z novonastalimi.

Mesalne kontinuirne bioreaktorje navadno imenujemo CSTR (»continuous stirred-tank
reactor«).

Obicajno kontinuirni bioproces za¢nemo kot SarZen bioproces (glej vajo 5; Spremljanje

Sarznega bioprocesa) in po pridobitvi ustrezne koli¢ine biomase nadaljujemo s kontinuirnim
. Y v . . v Y 1 .

obratovanjem. Po dolo¢enem ¢asu, ki je odvisen od zadrzevalnega ¢asa (7= B; h), dosezemo

stacionarno oziroma ustaljeno stanje (anglesko »steady state«), v katerem se nobena

. . .. - . dm
lastnost sistema s ¢asom ne spreminja, torej ni spremembe mase v sistemu (7 =0).

Ustaljeno stanje lahko doseZzemo na vec nacinov:
- 'V kemostatu sta vstopni (F,) in izstopni (Fi,) tok enaka in na tak nacin vzdrZujemo

konstanten volumen tekocine v bioreaktorju. Posledi¢no je konstantno razmerje 5 =D

(hh), tako imenovana hitrost redéenja oziroma razredéevanja. Koncentracije snovi v
bioreaktorju se prilagodijo nastavljeni hitrosti red¢enja in ¢ez ¢as se vzpostavi ustaljeno
stanje. Hitrost nadomescanja porabljenega substrata s svezim je enaka specifi¢ni hitrosti
rasti mikroorganizmov. V laboratorijskem merilu je to idealen nacin za Studij kinetike
bioprocesov, saj lahko procesne spremenljivke prouujemo v odvisnosti od hitrosti
redcenja in s tem rasti mikroorganizma.

- Tudi v turbidostatu vzdrzujemo konstanten volumen tekocine, tako da nastavimo enaka
pretoka na vstopu in izstopu iz bioreaktorja. Vendar pa hitrost redéenja (D), in s tem oba
pretoka (F, in F;,), ni konstantna, ampak se prilagaja (spreminja) glede na nastavljeno
koncentracijo biomase. Ker je spremljanje in kontrola teh sistemov dokaj kompleksna, se
turbidostati ne uporabljajo v vecjem merilu.

- Auksostat (nutristat, nustat) je sistem, v katerem nastavimo vrednost dolocenega
parametra, denimo pH, pO,, koncentracijo etanola ipd. Glede na nastavljeno vrednost se
spreminjata vtok in iztok, torej hitrost redéenja (D) ni konstantna. TakSne bioreaktorske
sisteme imenujemo pH-auksostat, pO,-auksostat ipd.
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V nadaljevanju bomo obravnavali le kemostat, pri katerem sta vtok (F,) in iztok (F;,) enaka (F,
=F, = F m3-h'1), v vstopnem toku je le substrat s koncentracijo So, v izstopnem toku pa
nastala biomasa, neporabljen substrat in nastali produkt, torej bioprocesna brozga. Taksen
primer kemostata je prikazan na sliki 7.1.

zrak meZala
—_—
- zrak
= s
substrat ot £ :
F, =0, S0 |
Fa
] |
e
a brozga
L F, ¥, 5
[ P
. P
M,oE S

Slika 7.1. Shematski prikaz kemostata (prirejeno po
http://content.answers.com/main/content/img/McGrawHill/Encyclopedia/images/CE128700FG001
0.gif)

Ob predpostavki, da je brozga v bioreaktorju popolnoma pomesana, lahko zapisSemo enacbe
masne bilance za katero koli komponento, ki zapusca meje sistema (bioreaktorsko posodo).

Masno bilanco za biomaso (X) v ustaljenem stanju zapiSemo kot:

F-Xo—F-X+ t:X-V—kpX-V =0 (7.1)

pri ¢emer je u specifi¢na hitrost rasti (h™), ko pa konstanta odmiranja oziroma specifi¢na
hitrost odmiranja (h™).

Navadno je napajalni tok sterilen in dovajamo le limitni substrat, zato je Xp = 0. Poleg tega
lahko zanemarimo odmiranje celic, saj je kultura v eksponentni fazi rasti, torej je kp << L
Enacba se tako glasi:

WXV =FX (7.2)
Ce enacbo (7.2) delimo z X in z V ter upostevamo, da je 5 = D, dobimo naslednji izraz:

U= D (7.3)

Specifi¢na hitrost rasti mikroorganizmov v kemostatu je torej enaka hitrosti red¢enja, ali
drugace: celice se razmnoZujejo z enako hitrostjo, kot jim dovajamo limitni substrat.
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Enacbo (7.3) lahko vstavimo v Monodov izraz (glej vajo 5; Spremljanje SarZnega bioprocesa),
ki opisuje odvisnost specifi¢ne hitrosti rasti mikroorganizmov (1) od koncentracije limitnega
substrata (S), in se glasi:

S
U= Prax™> (7.4)

Kg+S

Ks v enacbi (7.4) je konstanta zasi¢enja, ki pomeni tisto koncentracijo limitnega substrata
(kg-m's), pri kateri je specificna hitrost rasti enaka polovici maksimalne specifi¢ne hitrosti rasti
(/Umax)-
Dobimo enacbo, ki velja za koncentracijo limitnega substrata v kemostatu v ustaljenem
stanju:

g- DPKs (7.5)
Hmax ~ D
Masno bilanco za limitni substrat (S) v ustaljenem stanju pa zapiSemo kot:
F.SO —F.S-— ,UXV — ms.X.V_ qva =0 (76)
XS YPS

pri éemer je Yys izkoristek substrata za proizvodnjo biomase (glej vajo 5; Spremljanje Sarznega
bioprocesa), ms je koeficient vzdrZevanja oziroma specificna hitrost porabe substrata za
vzdrzevanje (h™), gp je specifi¢na hitrost nastanka produkta P (h™), Yes pa izkoristek substrata
za nastanek produkta P.

Celotno enacbo delimo z V, upoStevamo, da je g = D in x4 zamenjamo z D (u = D). Tako

dobimo izraz za koncentracijo biomase v kemostatu v ustaljenem stanju:

(7.7)

Zapis (7.7) lahko Se poenostavimo, v primeru, da se produkti ne sintetizirajo, torej nastaja le
biomasa (?—P =0).

PS
Poleg tega zanemarimo vzdrZevanje, saj je poraba substrata za rast in razmnoZevanje
mikroorganizmov v eksponentni fazi rasti mnogo vecja od porabe substrata za vzdrzevanje
(ms = 0)
Ob upostevanju obeh predpostavk dobi enacba (7.7) naslednjo obliko:
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X = Yxs(So—S) (7.8)

Nazadnje lahko v enacbo (7.8) vstavimo Se izraz (7.5) in dobimo konc¢ni zapis za koncentracijo
biomase v ustaljenem stanju:

D-Kg

X=Yys(So—
XS(O :umax_D

) (7.9)

Enacbi (7.5) in (7.9) lahko grafi¢no predstavimo tako, kot prikazuje slika 7.2.
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hitrost razredéevanja, D (h™)

Slika 7.2. Koncentraciji biomase in substrata v odvisnosti od hitrosti razredcevanja v ustaljenem stanju v
kemostatu. Pri izraCunu podatkov za izris krivulj so bili upoStevani naslednji parametri: 4. = 0,5 h™,
Ks=0,2 kg-m™, Yys = 0,5 kg-kg ™", So = 20 kg-m™ (prirejeno po Doran, 1995)

Pri majhnih hitrostih razred¢evanja (D — 0) se v ustaljenem stanju porabi skoraj ves substrat,
zato iz enacbe (7.8) sledi, da je X = YxsSo.

Z naras¢anjem D pocasi naras¢a tudi S, ko se D bliza timayx, pa S hitreje narasca. Skladno s tem
X pada (X — 0), ko gre D — max. Stanje pri zelo velikih hitrostih razredcevanja (D = timax), ko
je X =0, imenujemo izpiranje. Do izpiranja celic iz bioreaktorja pride torej takrat, ko je hitrost
odstranitve celic z izstopnim tokom iz bioreaktorja vecja od hitrosti nastajanja celic (hitrosti
rasti). Hitrost redcenja, pri kateri pride do izpiranja, imenujemo kriti€na hitrost redcenja
oziroma razredéevanja (Dy; h™). Izratunamo jo tako, da v enatbo (7.9) vstavimo X = 0 in
dobimo naslednji izraz:
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D, = HimaxSo (7.10)
Ks +S,

V vecini primerov je Ks << So, tako sledi, da je Dy = fmax-
Hitrost redcenja, pri kateri obratuje kemostat, mora biti torej manjsa od kriti¢éne hitrosti

redcenja, da se izognemo izpiranju celic iz bioreaktorja. Okoli Dy, je sistem zelo obcutljiv, saj
Ze najmanjse spremembe D povzrocijo relativno velike spremembe Xin S.

Hitrost proizvajanja biomase v mesSalnem kontinuirnem bioreaktorju je enaka hitrosti, s
katero celice zapuscéajo bioreaktor, tj. F-X. Volumenska produktivnost oziroma volumenska
hitrost proizvodnje biomase (Qx; kg:m>h™) je torej enaka:

Qx= ——~— =DX (7.11)

Vizraz (7.11) vnesemo enacbo (7.9) in dobimo nasledniji zapis:

D-Kg

=D-Yys(So—
Qx xs(So i -D

) (7.12)

Povezavo med Qy in D iz enacbe (7.12) lahko predstavimo grafi¢no, kot je prikazano na sliki
7.3.

Iz slike 7.3 je razvidno, da ima volumenska produktivnost maksimum, ki je dosezen pri

optimalni hitrosti red¢enja (Dopt; ht). Pri Dopt je naklon krivulje dd%( = 0. Tako izpeljemo iz

enacbe (7.12) izraz za Dopt:

} K
Doot = thmax(l — | ——=— 7.13
opt ,Ua( Ks+So) ( )

Ker je Dop: zelo blizu Dy, kemostat navadno obratuje pri hitrosti redenja, ki je Se nekoliko
manjsa od Dgpt.
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Slika 7.3. Volumenska produktivnost kot funkcija hitrosti redcenja v ustaljenem stanju v kemostatu. Pri
izraéunu podatkov za izris krivulje so bili upoStevani naslednji parametri: zn. = 0,5 h'l, Ks=0,2 kg'm’
? Yys=0,5 kg-kg'l, So=20 kg-m‘3 (prirejeno po Doran, 1995)

Koncentracijo celic v kemostatu lahko povecamo tudi z recikliranjem biomase iz nastale

bioprocesne brozge. Taksen bioreaktorski sistem imenujemo kemostat z reciklacijo.

Biomaso lahko recikliramo na vec nacinov, najpogostejsa sta:

- Z usedalnikom ali centrifugo zunaj bioreaktorja skoncentriramo biomaso oziroma lo¢imo
celice od tekocega dela bioprocesne brozge, nato pa del biomase kontinuirno vratamo
nazaj v bioreaktor. TakSen sistem imenujemo kemostat s povratnim tokom. lahko
obratujejo v ustaljenem stanju. Najpogosteje se uporabljajo za biolosko Cciscenje
odpadnih vod.

- Celice zadrzimo v bioreaktorju, tako da iz bioreaktorja te€e brozga z manjso koncentracijo
celic. To naredimo z uporabo posebnih mehanskih naprav, denimo filtrov. Taks$ni sistemi
(perfuzijski bioreaktorji) se pogosto uporabljajo pri gojenju sesalskih celic. Drug nacin
zadrZevanja celic v bioreaktorju je imobilizacija na ustrezne nosilce (na primer v
proizvodniji kisa).

Z reciklacijo biomase dosezemo vedéje hitrosti porabe substrata ter vecje koli¢ine nastalega
produkta. Poleg tega lahko uporabimo vecje hitrosti red¢enja (D > timax), Saj je Dk, pri kateri
pride do izpiranja, vecja kot v obicajnem kemostatu.
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Tipi¢ne razlike med kemostatoma brez reciklacije in z njo v poteku znacilnih parametrov
bioprocesa (X, S, Qx) prikazuje slika 7.4.
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Slika 7.4. Koncentraciji biomase in substrata v odvisnosti od hitrosti red¢enja v ustaljenem stanju v kemostatu
brez reciklacije in z njo. Pri izraCunu podatkov za izris krivulj so bili upoStevani naslednji parametri:
Lmax = 0,5 W™, Ks = 0,01 kg:m™, Yys = 0,5 kg-kg™, So = 2 kg'm™>, @ = 0,5, 8 = 2,0 (prirejeno po Doran,
1995)

7.2 Naloga

Simulacija kontinuirnega bioprocesa z uporabo racunalniskega programa SIMKE. Od 5
vhodnih parametrov (timax, Ks, Yxs, So, M oziroma ms) spreminjamo enega in spremljamo
potek znadilnih parametrov bioprocesa z neprestanim polnjenjem in praznjenjem — X, S, Qx. V
bioprocesu z reciklacijo spreminjamo reciklacijski factor r.

7.3 Potreben material in oprema

Racdunalnik z racunalniskim programom SIMKE.
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7.4 Potek vaje

Kemostat

Po zagonu programa SIMKE izberemo simulacijo kemostata brez reciklacije biomase in
moznost »trije grafi«.

Vhodne parametre bioprocesa dolo¢imo v naslednjih obmogjih:

Lmax = 0,1-1,4 h™*

Ks = 0,25 kg-m™

Yys = 0,2-0,8 kg-kg™

So=1-500 kg-m™>

M (ms) = 0,001-0,2.

Spreminjamo enega od parametrov, tako da izberemo 3 razli¢ne vrednosti. Drugi pogoji
(parametri) ostanejo nespremenijeni.

Na osnovi primerjave grafi¢nih izpisov dolo¢imo vpliv spreminjanja posameznih vhodnih
parametrov na koncentraciji biomase in limitnega substrata v ustaljenem stanju,
volumensko produktivnost in stabilnost sistema (tocka izpiranja).

Kemostat s povratnim tokom

Izberemo simulacijo kemostata z reciklacijo biomase in moZnost »trije grafi«.

Vhodne parametre bioprocesa dolo¢imo v naslednjih obmogjih:

Umax = 0,1-1,4 h!

Ks =0,2-5 kg:m™

Yxs = 0,2-0,8 kg-kg™

So = 1-500 kg:m™

M (ms) = 0,001-0,2

r (o) = 0-1.

Spreminjamo le reciklacijski faktor r, tako da izberemo 3 razli¢ne vrednosti.

Na osnovi primerjave grafi¢nih izpisov dolo¢imo vpliv spreminjanja reciklacijskega faktorja
r na koncentraciji biomase in limitnega substrata v ustaljenem stanju, volumensko
produktivnost in stabilnost sistema (tocka izpiranja).

7.5 Meritve, izracuni in rezultati

Predstavitev rezultatov (graficni prikazi, primer prikazuje slika 7.6)

Odvisnost osnovnih kineti¢nih parametrov kontinuirnega bioprocesa (X, S, Qx) od hitrosti
redcenja (D) za:

kemostat (spreminjanje timax, Ks, Yxs, So, M oziroma ms)
kemostat s povratnim tokom (spreminjanje r)
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SIMULACIJA DODPRTEGA BIOPROCESA

- REMOSTAT -
Mimax (h-1) = 0.500 MImax (h-1) = 1.000 MImax (h-1) = 1.500
KS = 3.000 KS = 3.000 KS = 3.000
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Slika 7.5. Prikaz poteka znacilnih parametrov kontinuirnega bioprocesa (X, S, Qyx) v odvisnosti od hitrosti
redéenja (D) pri razli¢nih fiyax v racunalniskem programu SIMKE

Komentar
Rezultate (graficne prikaze) komentiramo: kako in predvsem zakaj se potek osnovnih
parametrov kemostata spremeni, ko spreminjamo posamezne vhodne parametre.
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8 RACUNSKE NALOGE

1. Za biotehnoloSko proizvodnjo treonina uporabljamo bakterijo Serratia marcescens.
Maksimalna specificna hitrost respiracije te bakterije v Sarinem bioprocesu je
5 mmol O,-g™h™’. Bioproces poteka v aerobnem mesalnem bioreaktorju, bakterije pa
Zelimo namnofiti do konéne koncentracije 40 g-L™. Pri obratovalni temperaturi in tlaku je
topnost kisika v bioprocesni brozgi 0,008 kg:m™, k.a pod temi pogoji je 0,15 s ™.

Ali prenos kisika limitira hitrost celiécnega metabolizma?

2. V bioreaktorju z volumnom 2,7 m® poteka $arzen bioproces, v katerem proizvajamo
bakterijsko biomaso. Na stenah bioreaktorske posode so namescene pregrade, kot mesalo
pa sluzi Rushtonova turbina s premerom 0,5 m. Bioprocesno brozgo meSamo s hitrostjo 1
s, Viskoznost bioprocesne brozge je 107 Pa-s, gostota pa 1000 kg:m™. Koncentracija
biomase v bioprocesni brozgi takoj po inokulaciji znasa 5 g-L™*, ob koncu bioprocesa pa
20g-L%

a) Dolocite ¢as pomesanja.

b) Koliksen vnos moci je potreben za mesanje?

c¢) KolikSna mora biti koncentracija substrata v gojis€u, Ce je izkoristek pretvorbe
substrata v biomaso 45 %, bakterije pa med bioprocesom porabijo ves substrat?

3. Za biotehnolosko proizvodnjo etanola s kvasovko Saccharomyces cerevisiae smo izbrali

anaeroben kemostat.

a) Produktivnost kontinuirnega bioprocesa glede na biomaso je bila 0,2 g-L™"h™ pri
hitrosti razredéevanja 0,10 h™’. Izratunajte porabljeno koli¢ino substrata za tvorbo
biomase, ¢e je bil izkoristek pretvorbe substrata v biomaso 0,20. Koncentracija

limitnega substrata v napajalnem toku je bila 90 g-L'™".

b) lzradunajte koncentracijo etanola v izhodni brozgi, ¢e se je preostali sladkor porabil za
tvorbo etanola in je bil izkoristek pretvorbe substrata v etanol 0,45.
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V bioreaktorju z delovnim volumnom 10 m? poteka odprt bioproces proizvodnje mikrobne
biomase. S predhodnimi eksperimenti smo dolocili vrednosti naslednjih parametrov:
Mmax = 0,45 h™, Ks = 0,8 gL, Yy/s = 0,565.

Izratunajte pretok napajalnega toka s koncentracijo limitnega substrata 20 gL, &e je
vsebnost preostalega substrata v izhodni brozgi 5 g-L ™.

. Za umeritveno krivuljo proteina na HPLC smo dobili naslednje rezultate:

Koncentracija Povrsina
(mg-L™Y (mV-min)

0 0

0,5 1

1,0 2

4,0 8

Vzorec, ki smo ga predhodno 4x reddili, je imel povrSino 2,8 mV-min. Koliksna je
koncentracija ciljnega protein v originalnem vzorcu?

V HPLC injiciramo 200 ul vzorca. Povrsina vrha albumina je znasala 50 enot. Da bi dolocili
njegovo koncentracijo, smo enemu volumskemu delu vzorca dodali 3 volumske dele
standarda s koncentracijo albumina 10 mg:-mL™ ter ponovno injicirali 100 pl. Povrina
dobljenega vrha je bila 20 enot. Koliksna je koncentracija albumina v zacetnem vzorcu?
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SEZNAM SIMBOLOV
simbol pomen enota
Asao absorbanca pri valovni dolZini 540 nm -
t cas h
ty Cas podvojevanja, delitveni Cas, generacijski ¢as h
t Cas potreben za pripravljalne postopke h
t, ¢as potreben za zaklju¢ne postopke h
Vy delovni volumen bioreaktorja m3, dm?
Vy delovni volumen bioreaktorja m3, dm?
log N desetiski logaritem koncentracije celic -
He Henryjeva konstanta -
Qo hitrost porabe kisika na volumsko enoto brozge mol 0,;m>-s™
rs hitrost porabe substrata kg-m'3-h'1
Iy hitrost rasti mikroorganizmov kg-m’g-h’1
D hitrost razredcevanja (redcenja) h*
Yxs izkoristek substrata za nastanek biomase kg-kg'1
Yeoms izkoristek substrata za nastanek etanola kg-kg'1
Yps izkoristek substrata za nastanek produkta P kg-kg'1
F, izstopni (pre)tok m>-h?
ks koeficient snovnega prestopa (snovna prestopnost) v plinski fazi m-s*
ms koeficient vzdrZzevanja vzdrZevanja (specificna hitrost porabe kgsubmta-kgbmmase'1 ht
substrata za vzdrZevanje)
X koncentracija biomase kg-m'3
X; koncentracija biomase v reciklacijskem toku (?) kg-m'3
N koncentracija celic celic-ml™
Calukoze koncentracija glukoze g-I'1
Caii koncentracija komponente A na fazni meji g ali mol-m™
Chai koncentracija komponente A na fazni meji g ali mol-m™
Cac koncentracija komponente A v plinu g ali mol-m™
CaL koncentracija komponente A v tekocini g ali mol-m?
S koncentracija limitnega substrata kg-m'3
S koncentracija limitnega substrata kg-m'3
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Xmax

:umax

(ki-a)ir
Do
pO;
Pac

m m 3 3

©

Px
PEtOH
PXsistema
*
Cac
*

C AL
CaL

[2

Re
Rei
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koncentracija produkta

koncentracija produkta v vstopnem toku v bioreaktor
koncentracijski faktor za biomaso

konstanta nasic¢enja (zasicenja)

konstanta odmiranja oz. specifi¢na hitrost odmiranja
kriticna hitrost razredcevanja (redcenja)

kriticna koncentracija raztopljenega kisika
maksimalna koncentracija biomase

maksimalna specificna hitrost rasti

masa

medfazna povrsina

minimalni oz. kriti¢ni k.-a

optimalna hitrost razredcevanja (redéenja)

parcialni tlak kisika

parcialni tlak komponente A v plinu

porazdelitveni (distribucijski) faktor

porazdelitveni (distribucijski) faktor

pretok

pretok reciklacijskega toka (?)

produktivnost

produktivnost bioprocesa za biomaso kot produkt
produktivnost bioprocesa za etanol kot produkt
produktivnost sistema za biomaso kot produkt
ravnotezna koncentracija (topnost) komponente A v plinu

ravnotezna koncentracija (topnost) komponente A v tekocini

ravnoteZne koncentracije raztopljenega kisika

reciklacijsko razmerje, reciklacijski faktor, koeficient reciklacije,

separacijska konstanta

reciklacijsko razmerje, reciklacijski faktor, koeficient reciklacije,

separacijska konstanta
resolucija

Reynoldsovo stevilo
Reynoldsovo Stevilo mesala

premer cevi

gali mol-m’
kg-m'3
h-1

gali mol-m™
gali mol-m>
m>h™
m>h™
kg-m’3-h’1
kg-m'a-h'1
kg-m'a-h'1
kg-m's-h'1
gali mol-m>
gali mol-m

. 3
g alimol'm
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Ks-a
K.-a
kL
Na
NAG
NAL

qr

do

Qx
kL'a

Xo

povprecna linearna hitrost tekocine
dinami¢na viskoznost tekocine
gostota tekocine

premer mesala

hitrost vrtenja mesala

¢as pomesanja

konéna koncentracija sledilca
zaCetna koncentracija sledilca

Cas ciklizacije

mo¢

Stevilo moci

Sirina kromatografskega vrha
snovna prehodnost v plinski fazi
snovna prehodnost v tekocini
snovna prestopnost v tekodini

snovni tok (fluks) komponente A

snovni tok (fluks) komponente A skozi plast plina

snovni tok (fluks) komponente A skozi plast tekocine

specifi¢na hitrost nastanka produkta P
specificna hitrost odmiranja

specifi¢na hitrost porabe kisika

specifi¢na hitrost rasti

temperatura

volumen

volumenska produktivnost

volumenski koeficient snovnega prestopa
vstopni (pre)tok

zacCetna koncentracija biomase

zadrZevalni Cas

-1
m-s
Pa-s

kg-m’

min’

-1
m-s
. -3 -1
g alimol-m™:s
. -3 -1
g alimol-m™:s
. -3 -1
g alimol-m™:s
-1
h
h-l
-1 -1
mol Oz'gbiomase 'S

h-l
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POROCILO O OPRAVLIENI VAJI

Porocilo o opravljeni vaji piSemo na bele liste formata A4.

Porocilo vsebuje naslednje podatke:

Ime in priimek Studenta
Skupina

Datum opravljanja vaje

in je zgrajeno iz naslednjih osnovnih poglavij:

. Naslov vaje

. Namen vaje

1
2
3. Meritve, izracuni in rezultati
4. Diskusija

5

. Literatura
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