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Popis oznaka, kratica i simbola

KRATICE

MnP eng. Manganese peroxidase Mangan peroksidaza

LiP eng. Lignin peroxidase Lignin peroksidaza

NAD* eng. Nicotinamide adenine dinucleotide Nikotinamid—adenin-dinukleotid

SSF eng. Solid state fermentation Fermentacije na ¢vrstim nosacima

ORSTOM fra. Office de la recherche scientifique et technique outre-mer Ured za
znanstvena i tehni¢ka istraZivanjau inozemstvu

INRA fra. Institut national de larecherche agronomique Nacionalni institut za
istraZivanje agronomije

SmF eng. Submerged fermentation Submerzna fermentacija

AISI eng. American Iron and Steel Institute Americki institut za zZeljezo i Celik

SUF eng. “Scale-up” factor “Scale-up” faktor

PLC eng. Programmable Logic Controller Programabilni logicki kontroler

DC eng. Direct current Istosmjerni napon

DDC eng. Direct Digital Control Direktno digitalno upravljanje

PDA eng. Potato dextrose agar Krumpirov agar
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U proteklih nekoliko godina fermentacije na ¢vrstim nosacima ponovno se pocinju znacajnije
upotrebljavati u znanosti, ali i pronalaze svoju primjenu u industriji (Durand, 2003), primjerice
u proizvodnji hrane za ljude, goriva, zZivotinjske hrane, te u proizvodniji industrijskih, kemijskih
i farmaceutskih proizvoda. Nadalje, mogu se upotrebljavati u podrucju obrade
poljoprivrednog i industrijskog otpada pri éemu su, u odnosu na druge metode, ekoloski i

ekonomski prihvatljive metode (Pandey, 2003.).

Prilikom rasta u uvjetima fermentacija na ¢vrstim nosacima, mikroorganizmi rastu na vlaznim

Cvrstim supstratima bez prisustva slobodne vode.

Jedan od primjera ¢vrstih (neinertnih) nosa¢a u SSF su razli¢iti lignocelulozni materijali. Zbog
svog kemijskog sastava imaju veliki potencijal za upotrebu u proizvodnji vrijednih
biotehnoloskih proizvoda. Slozena kemijska struktura lignoceluloznog materijala, odnosno
najvaznijin sastavnica celuloze, hemiceluloze i lignina, otezava njegovu razgradnju do
jednostavnih Seéera (Zheng i sur., 2012.). Gljive bijelog truljenja, koje imaju sposobnost
razgradnije lignoceluloznih sastavnica do fermentabilnih Seéera, se najc¢eSée upotrebljavaju u
ovu svrhu. One proizvode ekstracelularne lignolitiCke enzime (mangan peroksidaze, lignin
peroksidaze i lakaze) odgovorne za razgradnju celuloze, hemiceluloze i lignina (TiSma i sur.,
2013.).

U ovom radu, gljiva bijelog truljenja, Trametes versicolor uzgajana je na repinim rezancima
kao &vrstom supstratu i nosacu u laboratorijskom reaktorskom sustavu pri ambijentalnoj
temperaturi tijekom 30 dana. Cilj rada bio je istraziti mogucnost primjene gljive bijelog
truljenja u razgradnji repinih rezanaca u horizontalno — cilindricno staklenom reaktoru te na

oshovi rezultata istraZivanja projektirati bioreaktor u ve¢em, poluindustrijskom mijerilu.
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2.1. FERMENTACIJE NA CVRSTIM NOSACIMA

Fermentacije na ¢vrstim nosacima (eng. ,Solid state fermentation®, SSF) su procesi u kojima
mikroorganizmi rastu na vlaznim €vrstim nosacima, koji pri tom mogu biti i supstrati za rast
mikroorganizama. Mikroorganizmi mogu rasti na povrSini, izmedu te u samom matriksu
supstrata/nosaca. Prostor izmedu supstrata/nosaCa, u vecini, ispunjava plinovita faza
zajedno s kapljevitom fazom koja moze biti u obliku tankog filma na povrSini ili u obliku
kapljica izmedu supstrata/nosaca. Vecina kapljevite faze u sustavu je apsorbirana u ¢vrstom
matriksu, pri ¢emu se odrZava aktivitet vode koji osigurava pravilan rast i metabolizam
stanica radnog mikroorganizma (Mitchelli sur., 2006.). Cvrsti nosadi, koji mogu biti
biorazgradivi (ne-inertni) ili inertni (sluze samo kao nosac, ali ne kao supstrat), imaju veliku
povrsinu po jedinici volumena koja se kre¢e u rasponu od 10° do 10° m%m?>. Mehanitka
svojstva nosaca trebaju biti takva da mogu izdrzati kompresiju prilikom mijeSanje tijekom
procesa fermentacije. To zahtijeva granulirane ili vlaknaste Cestice, koje se teze razgraduiju ili

lijepe jedna za drugu (Raimbault, 1998.).

SSF se provode Sarzno i Cesto se kao nosali u procesu koriste otpadni produkti ili
nusprodukti iz poljoprivrede, Sumarstva, prehrambene proizvodnje i sl. Ovi se materijali
razvrstavaju s obzirom na prikladnost za rast odabranog radnog mikroorganizma i
oblikovanje Zeljenog proizvoda. U takav otpad i nusproizvode ubrajaju se mekinje pSenice i
rize, kola€ od preSanog ulja (pogaca), komine jabuka i grozda, kore banana, citrusa, ljuske
kave, melasa Secerne repe itd. Ponekad se koriste i visokovrijedni prehrambeni materijali,

kao Sto su krmna repa, riza, manioka itd.(Mitchell i sur., 2006., Vandenberghe i sur., 2004.).

U odnosu na ceSce koristen dubinski ili submerzni (eng. Submerged fermentation, SmF)
nacin uzgoja, SSF proces ima svoje prednosti (relativna otpornost na kontaminaciju
mikroorganizmima, vec¢a produktivnost procesa, manja potroSnja energije za vodenje
procesa, jednostavnija obrada otpada i dr.) i nedostatke (otezano mjeSanje Cvrstog
supstrata, teza kontrola temperature, automatizacije i dr.) (Pejin, 2003.). U Tablici 1 dan je

pregled prednosti i nedostataka SSF u odnosu na SmF (Raimbault, 1998.).



Tablica 1 Usporedba SmF i SSF
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Cimbenici SmF SSF
Polimerne netopive povrsine
Supstrati Otopljeni Seéeri Skrob, celuloza, pektini,

lignin

Aseptini uvjeti

Zahtjevana (visoka)
aseptiCnost procesa i
kontrola sterilnosti

TesSka kontrola sterilnosti

Voda

Velika potroSnja vode

Smanjena potrosnja vode

Kontrola temperature

Jednostavno kontroliranje
temperature

Slozeno kontroliranje
temperature

Odrzavanje potrebne

Tesko osiguravanje potrebne

Aeracija koncentragug otopljenog kolicine Kisika
kisika
Te8ko odrzavanje
Kontrola pH Jednostavna kontrola pH konstantnog pH zbog ¢&vrstih

supstrata

Mehanic¢ka uznemirenja

Dobra homogenizacija

Preferiraju staticke uvjete

Uvecanje procesa

Jednostavniji, komercijalno
dostupna oprema

TezZi, ne postoji puno
komercijalno dostupne
opreme

Inokulacija

Jednostavna inokulacija

Inokulacija sporama

Kontaminacija

Maniji rizik, uglavhom
kontaminacija bakterijama

Velik rizik od kontaminacije,
posebno plijesnima

Potrosnja energije

Velika potrosnja energije

Mala potrosnja energije

Kapacitet opreme

Veliki volumeni i visoka
cijena tehnologije

Mali volumeni i niski troSkovi
opreme

Otpadna voda i oneciséenja

Velike koli¢ine otpadne vode

Nema otpadne vode,
smanjena koli¢ina otpada

2.1.1. Provedba SSF procesa

Opé¢i koraci SSF procesa su:

Priprema inokuluma;
Priprema supstrata;
Priprema bioreaktora;
Inokulacija i punjenje;
Kontrola i upravljanje;
Praznjenje;

Metode separacije;

© N o gk~ wobd =

Zbrinjavanje otpada (Slika 1).
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Priprema supstrata:

nacjepljivanje, mljevenje,
. . 4, sterilizacija
Priprema inokuluma

7.
| Metode
separacije
B- l
Zbrinjavanje
otpada

Protok zraka:
- filtracija
- aeracija Obrada
- zagrijavanje/hladenje produkta

Slika 1 Op¢i koraci SSF procesa (Mitchelli sur., 2006.)

1. Priprema inokuluma

Vrsta i nacin pripreme inokuluma ovisi o radnom mikroorganizmu. Veéina SSF procesa
provodi se upotrebom filamentoznih gljiva kao radnog mikroorganizma. Cilj ovog koraka je

uzgoijiti inokulum dostatne koli€ine i visoke mikrobioloSke aktivnosti.
2. Priprema supstrata

Za postizanje odgovarajuée veli€ine Cestica, supstrat je Cesto potrebno usitniti, samljeti i
granulirati. Pri tome odabir metode ovisi o zahtijevanoj veliini estica supstrata. Po potrebi
je supstratu potrebno dodati vodu i hranjive tvari (sastojci sa N i P) ili se moze provesti
kuhanje supstrata ¢ime se povecava dostupnost hranjivih tvari. Supstrat se moze sterilizirati
ili pasterizirati izvan bioreaktora, iako je pozeljnije sterilizaciju provesti unutar bioreaktora u

kojem ¢&e se provoditi proces.
3. Priprema bioreaktora

Bioreaktor mora biti detaljno o€iS¢en nakon prethodne fermentacije te steriliziran prije
dodavanja supstrata ili se pak sterilizacija supstrata moze provoditi unutar bioreaktora.

Navedeno se provodi s ciliem sprieCavanja kontaminacije supstrata tijekom SSF procesa.
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4. Inokulacija i punjenje bioreaktora

Inokulacija se moZe provesti prije ili nakon punjenja bioreaktora. Ako se sloj supstrata ne
moze mijeSati u samom bioreaktoru, inokulacija se provodi izvan bioreaktora, a ako se
supstrat moze mijesati, tada je postupak inokulacije najbolje provest rasprsivanjem iznad
sloja supstrata prije mijeSanja. U slu€aju da se podloga pasterizira/sterilizira te inokulira izvan
bioreaktora, samu inokulaciju je potrebno provesti uz veliku paznju kako bi se sprijeCio ili

smanjio unos kontaminanata.
5. Kontrola i upravljanje procesom

Pojedinosti ovise o vrsti bioreaktora u kojem se proces provodi, medutim,opéi zadatak je
podesiti procesne varijable, poput protoka i temperature ulaznog zraka, brzine mijeSanja,
temperature rashladne vode, kako bi se osigurala optimalna temperatura procesa i

odgovarajuéi aktivnitet vode s ciljem proizvodnje zeljenog produkta.
6. Praznjenje bioreaktora

U nekim se slu€ajevima izdvajanje proizvoda moze provoditi u samom bioreaktoru, iako se

najCesce provodi izvan bioreaktora. Na kraju procesa, bioreaktor se prazni.
7. Metode izdvajanja proizvoda

Ovisno o tome je li proizvod ekstracelularni ili intracelularni metabolit, fermentirani supstrat s
biomasom ili samo fermentirani supstrat, odabrat ¢e se odgovarajuca metoda izdvajanja

proizvoda.

8. Zbrinjavanje nastalog otpada

Upotrebom SSF procesa spre€ava se odlaganje krutih organskih materijala u okoli§, ¢ime se
smanjuje njihov utjecaj te se njihovom upotrebom postiZze manja emisija Stetnih plinova i
otpadnih tvari (Mitchell i sur., 2006.).

2.1.2. Proizvodi i primjena SSF

SSF procesi koriste se za proizvodnju niza vaznih biotehnoloSkih produkata poput hrane,
goriva, krmiva, razli¢itih kemijskih i farmaceutskih pripravaka. Ova tehnologija istrazivana je i
koristena stolje¢ima, pri Eemu je, do sada, najvecu primjenu nasla u proizvodniji tradicionalnih

prehrambenih proizvoda kao $to su:
o Tempeh, koji uklju€uje uzgoj Rhizopus oligosporus na kuhanoj soji.

e Kaoji, faza proizvodnje sojinog umaka, koja ukljuCuje uzgoj Aspergillus oryzae na

kuhanoj soji.
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o Ang-kak, odnosno "crvena riza", uklju€uje uzgoj Monascus purpureus na kuhangj rizi
(Mitchell i sur., 2006.).

U posljednja tri desetlje¢a doSlo je do ponovnog interesa za primjenom SSF te posljedi¢no
povecCanja broja proizvoda dobivenih primjenom ove tehnologije. Neki od proizvoda

dobivenih primjenom SSF su:

e enzimi kao $to su amilaze, lipaze, proteaze, pektinaze, celulaze;

e pigmenti;

e arome i spojevi okusa

e organske kiseline, kao §to su oksalna kiselina, limunska kiselina i mlije¢na kiselina;
e giberelinska kiseline (hormon rasta biljaka);

e proteinizirana krmiva;

e krmiva poboljSane probavljivosti;

o antibiotici, kao $to su penicilin i oksitetraciklin;

e bioloski agensi (Mitchell i sur., 2006., Wang i sur., 2010.).

Daljni razvoj SSF usmjeren je u velikoj mjeri na njihovu moguéu primjenu u zastiti okolisa,
odnosno procese bioremedijacije, razgradnje razliCitih oneciScujuc¢ih tvari — primjerice
ksenobiotika, bioloSku detoksikaciju poljoprivredno-industrijskih ostataka, biotransformaciju
bilja i ostataka usjeva za obogacivanje prehrane, kompostiranje i sl. SSF tehnologija se sve
vise Kkoristi i u podru€ju proizvodnje biogoriva i za potencijalno smanjenje troSkova
proizvodnje goriva (Pandey, 2002.,Wang i sur., 2010.). Osim primjene SSF u zastiti okolisa,
vazan razvojni pravac je i proizvodnja produkata s dodanom vrijedno$c¢u kao $to su bioloski
aktivni sekundarni metaboliti, ukljuCujuéi antibiotike, alkaloide, biljne faktore rasta, enzime,

organske kiseline, biopesticide, biogorivo, tvari arome itd.

Veliko ograniCenje 8iroj komercijalnoj primjeni SSF do sada je bila nedostupnost
odgovarajuée procesne opreme za provodenje ovih procesa. Na tom se polju sve viSe
napreduje te se podcinju projektirati sustavi za proizvodnju kako u malom mijerilu, za
proizvode visoke vrijednosti, kao Sta su biofarmaceutici, tako i sustavi za proizvodnju u

veéem mijerilu (Pandey, 2002.,Wang i sur., 2010.).
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2.2. LIGNOCELULOZNI MATERIJAL

Posljednjih godina nastaje sve veca koli€ina lignoceluloznog materijala. Velika koli¢ina
nastaje u poljoprivrednoj, prehrambenoj i drvnoj industriji. Ovakav “zeleni otpad” ve¢inom se
spaljuje i nema znacajnu primjenu u industriji i poljoprivredi te njegov potencijal ostaje
neiskoristen. Zbog svog kemijskog sastava lignocelulozni materijali imaju veliki potencijal kao
supstrati za upotrebu u proizvodnji vrijednih biotehnoloskih proizvoda. SloZena kemijska
struktura lignoceluloznog materijala, odnosno njegovih najvaznijih sastavnica, otezava

njegovu razgradnju na jednostavne Secere (Zheng i sur., 2012.).

Osnovne lignocelulozne sastavnice svih lignoceluloznih materijala su celuloza, hemiceluloza
i lignin. Ovisno o vrsti i podrijetlu lignoceluloznog materijala, udjeli ovih sastavnica variraju.
Na Slici 2 dan je prikaz kemijskog sastava drveta i strukture pojedinih lignoceluloznih

sastavnica.

Celuloza je, u vecini sluCajeva, najzastupljenija polimerna organska tvar u bilkama te
predstavlja osnovni strukturni sastojak stani¢ne stjenke. Celuloza ima kemijsku formulu
(CeH4100s), te je gradena od jedinica D-glukoze koji su povezane 8 (1,4) glikozidnom vezom.
Netopiva je u vodi i organskim otapalima. Nakon proizvodnje razli¢itih proizvoda (papir,
vlakna, aditivi itd.) zaostala celuloza se pomoc¢u mikrobnih procesa koristi u proizvodniji

bioetanola i proteinskih krmiva.

Hemiceluloza pripada grupi heterogenih polisaharida koji se sintetiziraju biosintetskim
putovima razli€itim od onih za sintezu celuloze. Za razliku od celuloze, hemiceluloza ima
drugaciji broj jedinica glukoze, duzinu i grananje lanca. Glavni lanac moze biti izgraden samo
od jedne vrste Secera (homopolimer) ili vise vrsta (heropolimer) kao §to su pentoze, heksoze,
heksauronske kiseline i deoksiheksoze. Lako se hidrolizira pomocu razrijedenih kiselina i

luzina.

Lignin je polimerna organska tvar, koja je uz celulozu, jedna od najzastupljenijih u biljkama.
Lignin S§titi drvo od bolesti i truljenja uzrokovanog mikroorganizmima djelujuéi kao
ucvrséujuéa komponenta koja povezuje stanice i &titi unutrasnju stranu stani¢nog zida drva.
Pod ligninom se podrazumjeva amorfna trodimenzionalna netopljiva visokomolekularna

mreza polimera fenilpropanskih podjedinica kumarilnog, koniferilnog i sinapilnog alkohola.

Enkapsulirajuéi celulozu, zajedno s hemicelulozom stvara amorfan kompleks. Lignin je teze
razgradiv radi svojih aromatskih prstena. Netopljiv je u kiselinama i organskim otapalima
(Janusic i sur., 2008.).
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SLIKA 2 Kemijski sastav lignoceluloznog materijala (drveta) (TiSma i sur., 2013.)

2.2.1. Repini rezanci

Repini rezanci kao nusproizvod u industriji SeCerne repe proizvodi se godiSnje u velikim
kolit¢inama. Samo se u Europi preradi godignje 10° tona repe (Hutnan i sur., 2000). U nekim
zemljama upotrebljava se kao sto€na hrana dok se u drugim zemljama baca na odlagalista
smecéa. Preradom jedne tone repe dobije se oko 250 kg iscijedenih preSanih repinih
rezanaca sa sadrzajem vode od oko 75-80 % te se takoder od iste koli¢ine mozZe dobiti oko
70 kg repinih rezanaca s oko 10 % vode. Prosje€an sastav repinih rezanaca je sljedeci: 22-
30% celuloze, 24-32 % hemiceluloze, 24-32 % pektina i 3-4 % lignina (Hutnan i sur., 2000).

Nadalje, repini rezanci sadrze velike koli¢ine galakturonske kiseline i arabinoze.

Zbog svog sastava, izuzetno su pogodni za bioloSku razgradnju, odnosno kao sirovina za
biotehnolosku proizvodnju. Jedna od mogucnosti koriStenja repinih rezanaca je kao supstrata

za anaerobnu fermentaciju, pri ¢emu nastaje bioplin (Hutnan i sur., 2000).

2.3. GLJIVE

Mikologija je znanost koja se bavi prouavanjem gljiva. Oko 80 000 do 120 000 vrsta gljiva
su opisane do danas, iako se procjenjuje da je ukupan broj vrsta oko 1,5 milijuna (Webster i
Weber, 2007.). Gljive su eukariotski heterotrofni organizmi koji sadrze polisaharid hitin u
stani€noj stijenci i mogu Zzivjeti kao paraziti, saprofiti i simbionti. Mogu biti jednostani¢ni

mikroorganizmi (kvasci) i viSestani¢ni mikroorganizmi (plijesni i makroskopske ili vise gljive).
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Dobro rastu na tamnim i vlaznim mjestima te na svim mjestima gdje je prisutan organski
materijal. Uglavnhom za rast zahtijevaju blago kisele supstrate, odnosno acidofilni su
organizmi. Zajedno s bakterijama sudjeluju u razgradniji organskih tvari u okoliSu, ali mnoge
imaju i vaznu komercijalnu ulogu u proizvodnji hrane (piva, vina, fermentiranih mlijecnih

proizvoda) i antibiotika.

Svaka gljiva pripada jednoj od pet taksonomskih skupina (razreda) koji se razlikuju prema
vrsti spora, morfologiji hifa i spolnom ciklusu. Te su skupine: Deuteromycetes, Zygomycetes,
Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes. Za identifikaciju i klasifikaciju gljiva potrebno je
poznavati nacin razmnozavanja gljiva, tip micelija, i nastanak stani¢nih struktura (Webster i
Weber, 2007.).

2.3.1. Gljive bijelog truljenja

Od svih poznatih vrsta gljiva samo nekolicina posjeduje sposobnost razgradnje drva (gljive
truleznice). Ove gljive pripadaju razdjelima Basidiomycota i Ascomycota. Tri su glavne vrste
gliiva koje razgraduju drvo: gljive mekog truljenja, gljive smedeg truljenja i gljive bijelog
truljenja, a podjela se temelji na karakteristikama drva i nastalim razgradnim produktima
(Slika 3).

Gljive bijelog truljenja naj¢esée uzrokuiju truljenje drveta, jer imaju sposobnost razgradnije i
mineralizacije glavnih komponenti drva: celuloze, hemiceluloze i lignina. Ova skupina
obuhvaéa velik broj gljiva, uglavhom Basidiomycota. Ovisno o vrsti gljive bijelog truljenja
postoje dva nacina razgradnje: simultana razgradnja svih navedenih komponenti polimera u
drvetu i selektivna razgradnja, pri kojoj dolazi do razgradnje lignina, dok celuloza i
hemiceloloza ostaju uglavnom nerazgradene. Simultanu (istovremenu) razgradnju uzrokuje
vedi broj razli€itih fungalnih enzima postupno razgradujuéi stani¢nu stjenku od lumena prema

srediSnjoj lameli.

Predstavnici ove skupine su primjerice vrste Trametes versicolor i Phanerochaete
chrysosporium. Ceriporiopsis subvermispora i Dichomitus squalens su primjeri vrsta koje

provode selektivnu razgradnju drvne biomase (Ti8ma i sur., 2013.).
Kod gljiva bijelog truljenja u razgradnji lignina sudjeluju:

e ekstracelularni lignoliticki enzimi kao $to su mangan peroksidaze (MnP), lignin
peroksidaze (LiP) i lakaze;

e drugi enzimi kao 8to su glioksaloksidaza, aril alkohol oksidaza, veratil alkohol
oksidaza, oksalat dekarbosilaza, NAD® ovisne formijat dehidrogenaza i p450

monooksigenaza;
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e ekstracelularni metaboliti kao Sto su fenolni i drugi aromatski spojevi, organske
kiseline, nisko molekularni peptidi, metalni ioni i reaktivni kisikovi spojevi (Hatakka,
1994.).

Procesi proizvodnje pulpe u industriji papira, bioizbjeljivanje pulpe drveta te proizvodnje
enzima (celulaze, ksilanaze) su industrijski procesi koji ukljuCuju gljive bijelog truljenja i
njihove lignoliticke enzime (TiSma i sur., 2013.). Takoder, imaju sve ¢eSéu primjenu u
uklanjanju razli€itih sintetskih boja pri obradi otpadnih voda te u bioremedijaciji pri razgradnji

ksenobiotika (Wesenberg i sur., 2003).

SLIKA 3 Razgradnja drveta gljivama bijelog truljenja
(http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Whiterot.jpg) [30.01.2014.]

2.3.1.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor (Slika 4) nazvana i ,puranov rep“ je gljiva bijelog truljenja i spada u
razred Basidiomycota. Raste u nakupinama, redovima ili preklapajuéim formacijama na

deblima, stabljikama i otpalim granama mrtvog i raspadajuéeg drveca.

T. versicolor proizvodi tri lignolitiCcka enzima (MnP, LiP i lakazu) te celulazu i avicelazu. Ima
sposobnost udinkovite razgradnje lignina, policiklickih aromatskih ugljikovodika, razli€itih
polikloriranih bifenila i niza sintetickih boja. T. versicolor ima najveéu primjenu u industriji
pulpe i papira, buduéi da uspjesSno provodi delignifikaciju, izbjeljivanje i omekSavanje pulpe
(Xavier i sur., 2007).
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Slika 4 Prikaz gljive bijelog truljenja Trametes versicolor

2.4. VRSTE KOMERCIJALNIH SSF BIOREAKTORA

Postoje dvije skupine bioreaktora za SSF procese:

1. Bioreaktori u laboratorijskom mijerilu (laboratorijski bioreaktori),

2. Bioreaktori u poluindustrijskom mjerilu (poluindustrijski bioreaktori).

Prva skupina obuhvaéa razlidite izvedbe, manje ili viSe sofisticirane,dok je druga skupina,

koja se koristi uglavnom, na industrijskoj razini, znatno manje raznolika (Durand, 2002.).
1. Bioreaktori u laboratorijskom mijerilu ili laboratorijski bioreaktori

U ovoj skupini bioreaktora koristi se razliita laboratorijska oprema. Petrijeve zdjelice,
staklenke, Erlenmeyer tikvice, Roux boce i valjak boce, Cija je prednost jednostavnost
izvedbe i rukovanja s njima. Nema prisilne aeracije i mijeSanja, ve¢ se samo regulira

temperatura okoline.

e

== Frak

Sa
e |
—

Sustav za aeraciju

Slika 5 Sustav cijevnih reaktora
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Laboratorijski cijevni reaktor (razvijen i patentiran od strane tvrtke ORSTOM) sastoji se od
malih stupaca (promjera 4 cm, duzine 20 cm) ispunjenih medijem prije inokulacije te
postavljenih u termostatiranu vodenu kupelj (Slika 5). Voda zasi¢ena zrakom prolazi kroz
svaki stupac. Kontrola procesa (prac¢enje mikrobnog rasta) omogucéena je spajanjem stupca

na plinski kromatograf s automatiziranim sklopom.

U novu generaciju malih laboratorijskih reaktora ubraja se i reaktor razvijen u Francuskoj u
tvrtci INRA-club (Slika 6). Radni volumen ovog reaktora je oko 1 L. U usporedbi s tipi¢nim
cijevnim reaktorom, glavne promjene su uvodenje sonde za mjerenje relativne vlaznosti
zraka, oprema za hladenje zraka i dodatni plast za grijanje reaktora. Ove promjene
poboljSavaju regulaciju protoka vode tijekom procesa. Svaki reaktor automatski je upravljan
putem racunala. Osim toga, uzorku se moze pristupiti otvaranjem poklopca u prisutnosti
plamena bez opasnosti od kontaminacije. U ovoj vrsti reaktora moze se provoditi regulacija

temperature, relativne vlaznosti i protoka zraka kroz sloj supstrata (Durand, 2002.).

Paklopac

Srednja temparaturne senda
Inax sita

Temperaturna sondaza kentrolu
Temp. ulaznogzraka

Sondaza mierenje relvlainost
Grijad

Sonda 1a mjsrenjs temp vods
9, Mjeratprotoks

10. Sondsza kontrolu razine vode
11. Plaitreaktors

R R

Slika 6 Reaktor u laboratorijskom mjerilu (Durand, 2002.)

Osim ova dva reaktora, u skupini laboratorijskih reaktora razvijeni su i bioreaktori s
rotiraju¢im bubnjem, bioreaktori s perforiranim bubnjem i horizontalni bioreaktor s lopatastom

mijeSalicom (Slika 7).
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Slika 7 a) Bioreaktor s rotiraju¢im bubnjem, b) Bioreaktor s perforiranim bubnjem i c)

Bioreaktor s lopatastim mjeSalima (Durand, 2002.)

Sa ili bez plasta za rashladnu vodu, ovim tipovima reaktora je potrebno kontinuirano
mijeSanje kako bi se povecao kontakt izmedu stijenke bioreaktora i ¢vrste podloge, pri ¢emu
se osigurava kisik za radne mikroorganizme. Za bioreaktor s rotiraju¢im bubanjem, kao i
horizontalnim cilindrom, mijeSanje je omoguceno turbulentnim gibanjem &vrstog medija §to
moze biti potpomognuto pregradama u unutradnjosti zida rotiraju¢eg bubanja (perforiran ili
ne perforiran). Medutim, u svim tim reaktorima, mijeSanje je manje ucinkovito nego u

reaktoru s lopatastom mijesalicom.
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Aglomeracija Cestica podloge, tijekom rasta micelija, otezava odrzavanje konstantne
temperature u ¢&vrstom mediju. Prijenos kisika unutar podloge, aglomerirane uslijed

prerastanja micelija gljiva, usporen je ili sprijeCen radi ljepljivosti materijala.

Horizontalni bioreaktor s lopatastim mijeSalima koriSten je za razliite svrhe i ima dobru
kontrolu temperature i vlaznosti supstrata. lako je prijenos topline do stijenke bioreaktora
poboljSan, ovaj uredaj postaje neucinkovit kada su u pitanju veci volumeni. Kontinuirano
mijeSanje, Cak i ako je sporo, moze dovesti do naruSavanja strukture ¢vrstog medija. Ovisno
o prirodi ¢vrstog nosaCa (npr. ako se radi o inertnom nosacu poput Cestica gline), ovo

mijeSanje takoder moZe biti abrazivno i pokidati micelij (Durand, 2002.).

2. Bioreaktori u poluindustrijskom mijerilu ili poluindustrijski bioreaktori

2.1.  Bioreaktor bez prisilne aeracije

Ova vrsta bioraektora je starija i koristila se za fermentaciju raznih sirovina zaostalih u
poljoprivrednoj proizvodniji i slicna je fermentoru s pliticama. Plitice mogu biti izradene od
drveta, metala ili plastike, perforirane ili ne, pri Eemu je sloj ¢vrstog supstrata najviSe debljine
15 cm. Plitice su smjestene u tremostatiranoj komori te se slazu u slojevima s razmakom od
nekoliko centimetara. Ova tehnologija zahtjeva velike povrsine i intenzivni rad i teSko ju je
primijeniti u procesima koji zahtijevaju visoku asepti¢nost (sterilnost). Kao alternativa mogu
se Kkoristiti polupropusne sterilne vreéice od polipropilena, medutim one mogu imati

mikroporoznu zonu koja omoguéava pasivni protok zraka 0,02 — 2 dm*/min (Durand, 2002.).
2.2. Bioreaktor s prisilnom aeracijom

Osnovna znacajka izvedbe ovog bioreaktora (Slika 8) je uvodenje zraka preko sita na koja
se postavlja supstrat. Smjesten u Cistu prostoriju, bioreaktor moze biti pasteriziran in situ.
Vrlo je jednostavan i moze se koristiti za obraditi nekoliko kilograma ¢vrstog materijala. Ovaj
bioreaktor predstavlja sustav koji se moze Koristiti: (i) za analizu procesa i odredivanje
okolnih parametara za reguliranje temperature i vlaznosti Cvrstog materijala, (i) za

proucavanje prijenosa topline i tvari te difuzije kisika.

Promjer dna reaktora i visina podloge je oko 40 cm. Nema mehanickog mijeSanja unutar
reaktora. Kod ovog tipa uredaja bez mijeSanja temperaturni gradijent je prisutan od dna do
vrha sloja supstrata. Vecina topline nastala isparavanjem vode isuSuje sloj supstrata zbog

Cega je potrebno dodavati vodu (Durand, 2002.).
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Slika 8 Bioreaktor s prisilnom aeracijom
2.3.  Bioreaktor s kontinuiranim mijeSanjem i aeracijom

Kod ovog tipa bioreaktora, kontinuirano mijeSanje ostvaruje se rotiraju¢im bubnjem (Slika 9).
Unutradnjost bioreaktora karakteriziraju pregrade koje bi trebale olak3avati prijenos topline i
kisika, iako su istrazivanja ucinkovitosti ovakvog dizajna pokazala da je prijenos topline i

kisika otezan prilikom mijeSanja Skrobnog ili drugog ljepljivog materijala.

Slika 9 Biorekator s kontinuiranim mijeSanjem i aeracijom
2.4. Bioreaktor s prisilnom aeracijom i povremenim (izmjeni¢nim) mijeSanjem

Kod ovog tipa bioreaktora, uredaj za mijeSanje se osim za povremeno mijeSanje supstrata
koristi i za rasprSivanje vode po materijalu. Kapacitet bioreaktora se krec¢e od nekoliko
kilograma do nekoliko tona, Sto zna predstavijati problem s asepticnoSéu procesa.
Projektirani su razliCiti bioreaktori ovoga tipa u svrhu proizvodnje razli€itih proizvoda (slada,
sojinog umaka). INRA tim iz Francuske razvio je ovaj tip bioreaktora za nesterilne procese u
nesterilnim uvjetima prema sljedecem principu. Konstantna temperatura i vlaznost supstrata
u bioreaktoru odrzavaju se regulacijom temperature, relativhe vlaZnosti i protoka zraka na
ulazu. Povremeno je potrebno provesti ovlazivanje medija i mijeSanje. Ovakav reaktor se
koristi za obogacivanje poljoprivrednog otpada proteinima, proizvodnju enzima ili biopesticida
(Durand, 2002., Ali i Zulkali, 2011.).
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2.5.PROJEKTIRANJE BIOREAKTORA
2.5.1. Konstrukcijski dijelovi bioreaktora i izbor konstrukcijskog

materijala

Konstrukcijski gledano, bioreaktori su uglavnom cilindri¢ne reakcijske posude sa zaobljenim,
koni¢nim dnom te pripadaju¢im uredajima/opremom za prijenos topline, mijeSanje i aeraciju,
uredajima za mijerenje i regulaciju te ostalim pomoénim uredajima koji osiguravaju rad
biorekatora. Cilindri¢ni oblik fermentora uglavnom je uvjetovan konstrukcijskim razlozima koji
se oc€ituju u mogucénosti postizanja viSeg tlaka, ucinkovitijim mijeSanjem te olakS8anom
CiS¢enju samog bioreaktora. Bioreaktori su opremljeni s odgovarajuéim cjevovodima i
ventilima za unos i izvodenje/ispustanje reakcijske smjese, kontrolnim i mjernim osjetilima,

sigurnosnim brtvama, inspekcijskim oknima i dr.

Izbor konstrukcijskog materijala ovisi o velikom broju razligith zahtjeva. Cesto se za
konstrukcijske materijale odabiru materijali koji imaju visoki stupanja mehanictke ¢vrstoce te
otpornosti na razliCite kemikalije. Isto tako, izbor konstrukcijskog materijala determiniraju i
toplinska svojstva materijala. Pojedini dijelovi bioreaktora mogu biti izradeni od razlicitih
konstrukcijskih materijala prema specificnim zahtjevima. Nehrdajuéi Celici klase AISI 304 i
AISI 316 Cest su izbor konstrukcijskog materijala za izradu bioreaktora posebice u veéem,

poluindustrijskom ili industrijskom mijerilu.

2.5.2. Proracun debljine stjenke biorektora

Bioreaktori trebaju biti izvedeni tako da ne dode do deformacija ili osteéenja u uvjetima
razli¢itih optereéenja. Optereéenja kojima se izlazu bioreaktori mogu se podijeliti na dvije

skupine:
a) Osnovna opterecenja:

o projektni tlak ukljuujuci staticki tlak kapljevine u bioreaktoru,
¢ maksimalna masa bioreaktora i sadrzaja u radnim uvjetima,

o opterecenja uslijed vjetra i potresa.

b) Dodatna opterecenja:
e |okalna naprezanja uzrokovana nosacima, unutarnjim dijelovima i cjevovodima

spojenim na bioreaktor,

e momenti savijanja uzrokovani ekscentricnoSéu centra djelovanja radnog tlaka u

odnosu na bioreaktor,
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e naprezanja uslijed razlike temperatura i razlike koeficijenta rastezanja materijala,

e opterecenja uzrokovana promjenama temperature i tlaka (Beer, 1994.).

Debljinu stjenke cilindri€nog bioreaktora mozemo izracunati pomocu formule (1):

= e S (1)

gdje je: s— debljina stjenke bioreaktora [m],
p—tlak u bioreaktora [Pa],
d— promjer bioreaktora [m],
E,— faktor kvalitete zavarenih spojeva (0,8 — 1),
S — dopusteno naprezanje konstrukcijskog materijala [Pa],

Skor — korozijski dodatak [m] (Sef i Oluji¢, 1988.).

2.5.3. Volumen bioreaktora

Horizontalni cilindrini reaktor ima volumen prema formuli (2):
V0=2’V1+V2 (2)

gdje je: V,— ukupni volumen horizontalnog cilindriénog bioreaktora [m?],
V;— volumen elipsoidne glave bioreaktora [m?],

V>— volumen cilindri¢nog dijela bioreaktora [m?].

Volumen elipsoidne glave bioreaktora se racuna prema formuli (3):

Vy = 2 (na®)p = 3 (na®) (@

gdje je: V;— volumen elipsoidne glave bioreaktora [m?],
/4 — kut elipsoidne glave (0,5),

a— polumjer cilindri€nog bioreaktora.
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Volumen cilindri¢nog dijela bioreaktora se raCuna prema formuli (4):
L (4)

gdje je: V,— volumen cilindri¢nog dijela bioreaktora [m?],
A— relativna duljina cilindricne ljuske bioreaktora [m],

d— promijer bioreaktora (Magnucki i sur., 2004.).

2.5.4. Masa bioreaktora

Masa horizontalnog cilindri€nog bioreaktora se racuna prema formuli (5):
m5=2'm1+m2 (5)

gdje je: ms— ukupna masa bioreaktora [kg],
m; — masa elipsoidne glave bioreaktora [kg],
mz—masa cilindriénog dijela bioreaktora [kg].

Masa elipsoidne glave bioreaktora se racuna prema formuli (6):
my =7 psa’-tycy (6)

gdje je: m;— masa elipsoidne glave bioreaktora [kg],
ps— gustoéa mase stjenke [kg/m?),
a — faktor za odredivanje kapaciteta koni€nog dna bioreaktora (0,606)
t;— debljina elipsoidne glave bioreaktora [m],

cm — za elipsoidnu glavu bioreaktora = 1,38017.
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Masa cilindri¢ne ljuske bioreaktora se racuna prema formuli (7):

gdje je:

m,=2m-ps-a’-ty,- A (7)

mz— masa cilindri¢nog dijela bioreaktora [kg],

ps— gustoéa mase stjenke [kg/m?,

a— faktor za odredivanje kapaciteta koni¢nog dna bioreaktora (0,606),
t,— debljina cilindri¢nog dijela bioreaktora [m],

A—-relativna duljina cilindri¢ne ljuske bioreaktora [m], (Magnucki i sur., 2004.).

Za uvectanje mjerila procesa koristi se “scale-up” faktor koji se moze izraunati preko radnog

volumena i povrSine prijenosa topline, prema izrazu (8):

Wiz _ A,

SUF = —/= = (8)
WVl Al
gdje je: SUF- “scale-up” faktor,
Wy — radni volumen veéeg bioreaktora[m?],
Wy — radni volumen pilotnog bioreaktora[m?],
Az— povr$ina prijenosa topline veéeg bioreaktora [m?],
A — povrdina prijenosa topline manjeg bioreaktora [m?].
Ako se raCuna preko radnog volumena, tada se Koristi sljedeci izraz (9):
Wy =F-[a-D3+d-R-D3] 9)

gdje je:

Wy— radni volumen [m?],
F—radni volumen bez volumena koni¢nog dna bioreaktora,
a — faktor za odredivanje kapaciteta koni¢nog dna bioreaktora (0,606)

D — unutarnji promjer bioreaktora [m],
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D- konstanta (5,875),

R — omijer Sirine i visine bioreaktora.

Unutarnji promjer bioreaktora racuna se prema formuli (10):

() 1
_ F 10
b (a+d-R) (19)
Konstanta d se dobije prema formuli (11)
T
d =748 (Z) = 5,875 (11)

Omjer promjera i visine rac¢una se prema formuli (12):

L
=— 12
R=c (12)
gdje je: L — visina bioreaktora [m],
D — promjer bioreaktora [m].
Ako se racuna preko povrSine prijenosa topline, tada se koristi sljededéi izraz (13):
A=f-D*+g-R-D? (13)

gdje je: A - povrsina izmjene topline [m?],

f, g — konstante.
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Konstanta f se raCuna prema formuli (14):

4-q-(F-1)
=t+——F-"—= 14
f=t+ 748 (14)
gdje je: t— faktor za odredivanje koni¢nog dna (0,931).

Konstanta g racuna se prema formuli (15):

g=n-F (15)

Kod uvecanog procesa umjesto eksponencijalnog koeficijenta X koristi se X, koju raunamo

prema formuli (16):
X, = e (16)

gdje je: X, — eksponencijalni koeficijent,

a,, b — varijable.

Varijablu a4 raCunamo prema izrazu (17):

k-A
al_

=— 17
m’ - Cp (vode) ( )

gdje je: k — koeficijent prolaza topline [W/m?K],

A— povrsina izmjene topline [m?],

m'— maseni protok rashladnog fluida [kg/s],

¢, — specificni toplinski kapacitet rashladnog fluida [kJ/kg K].
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Varijablu b raunamo prema izrazu (18):

2
) SUFy % (18)
k
gdje je: k — konstanta (ovisna o tipu izmjenjivaca topline).
Za izraCun vremena potrebnog za hladenje manjeg bioreaktora, vrijednosti dobivene u
prethodnim koracima uvrste se u izraz (19):
M-c X T1(sup)—ty s
f= < : p(sup.) > ) ( ) ) ln( 1(sup)—ti(sup) > (19)
m - Cp(ras. medij) X—-1 Tz(sup-)—tl(ras. medij)

gdje je: M— masa supstrata kojeg je potrebno ohladiti [kg].

Za izraCun vremena potrebnog za hladenje viSestruko veéeg bioreaktora, vrijednosti

dobivene u prethodnim koracima uvrste se u izraz (20):

SUFV M- CP(Sup.) erb Tl(sup-)_tl(ru_s. medij)
t =< (camr— )1 (20)

! . s
m * Cp(ras. medij) TZ(SuP-)—t1(ras. medij)

gdje je: SUFy — volumni ,scale-up“ faktor (KayodeCoker, 2001.).

2.5.5. Projektiranje izmjenjivaca topline

Vrijeme grijanja ili hladenja sadrzaja bioreaktora ovisi o radnom volumenu reaktora, termo-
fizikalnim svojstvima supstrata, nacinu prijenosa topline konstrukcijskom materijalu,
mijeSanju i aeraciji i sl. lzraCunavanje vremena potrebnog za grijanje ili hladenja reaktora

provodi se uz sljedece pretpostavke:

1. ukupni koeficijent prijenosa topline je konstantan tokom cijelog vremena grijanja ili
hladenja,

maseni protoci fluida su konstantni,

toplinski kapacitet kapljevine su konstantni tokom cijelog vremena grijanja ili hladenja,
jednaka temperatura ulaznog fluida za grijanje i hladenje,

mijeSanjem se osigurava jednolika temperature cijelog sadrzaja,

R

gubitci topline su zanemarivi (Beer, 1994.).

24



2. Teorijski dio

Proces grijanja i hladenja supstrata je nestabilan jer protok topline varira s vremenom.

Za proracun se koristi srednja logaritamske razlika temperature (AT,,) koja se rauna prema
formuli (21):

AT, — ATy,
AT, = —l (ﬁ) 21)
n AT,
gdje je: AT,, — srednja logaritamska razlika temperature [°C],

AT, —razlika ulaznih temperatura [°C],

AT, — razlika izlaznih temperatura [°C].

Razlika izlaznih fluida se raduna prema formuli (22):

ATy, =T, — t4 (22)

gdje je: T,—izlazna temperatura supstrata [°C],

t;— ulazna temperature rashladnog fluida [°C].

Temperaturnu razliku uzlaznih fluida se ra¢una prema formuli (23):

ATul = T1 - tz (23)

gdje je: T;— ulazna temperatura supstrata [°C],

t,— izlazna temperature rashladnog fluida [°C].
Za proracun povrsine izmjene topline potrebna nam je koli¢ina izmljenjene topline, koja se
izraCunava prema formuli (24):
Q=m"cp ATrpq (24)

gdje je: Q- koli€ina izmljenjene topline [W],

m’—maseni protok rashladnog fluida [kg/s],
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¢,—specifiCna toplina rashladnog fluida [kJ/kg K],

ATwia— temperaturna razlika rashladnog fluida [°C].

Nadalje, preko dobivenih vrijednosti moZzemo izraCunati i povrsinu izmjene topline prema
formuli (25):

_Q
A= kAT (25)
gdje je: A- povrsina izmjene topline [m?],

Q- koli€ina izmjenjene topline [W],
k- koeficijent prolaza topline [W/m?K],
AT, — srednja logaritamska razlika temperature [°C].

IzraCun vremena potrebnog za hladenje zapocinjemo s navedenim izrazom (26):

k-A

P (26)

gdje je: X— eksponencijalni koeficijent,

k— koeficijent prolaza topline [W/m?K],

A- povrsina izmjene topline [m?],

M- maseni protok rashladnog fluida [kg/s],

¢,— specificna toplina rashladnog fluida [kJ/kg K].
Izlaznu temperaturu rashladnog fluida raCunamo prema formuli (27):

t,—T

t,=T+
2 X

(27)

gdje je: t;—izlazna temperatura rashladnog fluida [°C],
T—temperatura supstrata [°C],

t;— ulazna temperatura rashladnog fluida [°C].
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2.5.6. MijeSanje i proracun snage potrebne za mijeSanje

MijeSanje je pomoéna tehnoloSka operacija koja se provodi u svrhu uspostavljanja i
odrzavanja  8to  homogenijeg  stanja, odnosno  sastava, u mehanickom,
kemijskom/biokemijskom te termi¢kom smislu, u odredenoj koli€ini materijala. MijeSanjem
Zelimo postiéi jednaku raspodjelu Cestica, homogen sastav te ujednacen prosjecni kemijski
sastav kao i jednoliku temperaturu na svakom mjestu mase koja je podvrgnuta ovoj operaciji

pomocu razli€itih mijesala (Veli¢, 2011.).

MijeSala u obliku turbine su najzastupljenija vrsta mijeSala a pogodna su za mijeSanje svih
kapljevina i rijetkih suspenzija izuzev vrlo viskoznih sustava. Razli¢itog su oblika, a naj¢esc¢a
su s ravnim i zakrivljenim lopaticama. Treba spomenuti da se snaga mijeSanja ne mijenja
znacajno s porastom viskoznosti u turbulentnom podrucju strujanja. Turbinske mijeS3alice,

pogotovo s ravnim lopaticama omogucuje radijalno mijeSanje fluida u posudi (Gomzi, 1998.).

Propelerska mijeSala su pogodna za mijeSanje kapljevina niskog viskoziteta. Broj okretaja
propelerskih mije$ala malog promjera obi¢no je 1700 min™', a kod mije$ala veéeg promjera
broj okretaja iznosi od 400 do 800 min™. Uzrokuju uglavnom aksijalno strujanje kapljevine,
pogodna su za mijeSanje u velikim posudama, jer struja kapljevine djeluje i na veéim
udaljenostima od propelera. Od svih mijeSala ova imaju najmanji promjer (max. 400 mm);
(Veli¢, 2011.).

U praksi su Cesta sidrasta mijeSala koje se vecinom koriste za mijeSanje viskoznih kapljevina
ili za umijeSavanje krutina. Takoder, Cesto se primjenjuju i tzv. lopatasta mijeSala s ravnim ili
zakrivljenim lopaticama te puzna i zavojna koja su specijalno namijenjena za vrlo viskozne
sustave (Gomazi, 1998.).

U bioreaktorskoj posudi za mijeSanje Cesto se ugraduju pregrade/odbijac¢i koji imaju ulogu
sprjeCavanja nastajanje vrtloga ili rotacije cjelokupne reakcijske smjese. Obi¢no se koriste
dvije i Cetiri pregrade. Za propelerska mijeSala Sirina pregrade trebala bi biti manja od 1/18
promjera spremnika. Za turbinska mijeSala Sirina bi trebala biti manja od 1/12 promjera

spremnika. Svi tipovi mijeSala uglavnom koriste odbojnike izuzev sidrastih i puznih
(KayodeCoker, 2001.).

Snaga potrebna za mijeSanje moze se izracuna prema formuli (28):

N=0y n*p-d° (28)
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gdje je: N — snaga potrebna za mijeSanje [W],
{u— koeficijent otpora mijeSanja,
n — broj okretaja mijeSalice [1/s],
p— gustoéa fluida [kg/m?],
d—promjer mijeSalice [m]

MijeSala mogu biti na kraju kratke, odnosno duge osovine koja u prvom slu€aju u posudu
ulazi odozgo, a u drugom kroz poklopac. Primjenjuju se razli€iti tipovi mijeSala. Poradi
sprjeCavanja oneci$¢enja mikroorganizmima iz okoliSa, osovina mora biti dobro zabrtvljena.
Brtvljenje osovine koja ulazi odozdo je slozZenije, jer je brtva u izravhom dodiru s mikrobnom
kulturom. Zato se u manjim bioreaktorima ponekad upotrebljavaju elektromagnetska

mijesala, ¢ime se iskljuCuje brtva i moguénost oneciséenja (Mari¢, 2009.).
2.5.7. Mjerenje i upravljanje

Kontrola odredenog bioprocesa moze se provoditi ruéno ili automatski. Kod automatskog
podsustava imamo mjerni (mjerna osjetila), upravljacki, izvrsni (ventili i sklopke) i prijenosni
sustav. Za mjerenje koristimo razliCite senzore kao $to su: pH elektroda, kisikova elektroda,

razlidite termosonde i sl.

Svrha upravljanja je dobiti maksimalnu koncentraciju biomase ili proizvoda na kraju
bioprocesa uz optimalne troSkove. Danas se uz tradicionalnu automatsku tehniku upravljanja
koristi i moderna teorija koja nudi metode adaptivne, nelinearne, multivarijabilne kontrole koje

se baziraju na matematic¢kim modelima.

Trenutno najzastupljeniji sustav upravljanja je programni sustav kod kojega se ulazna
informacijska varijabla dobiva iskljuCivo iz okoline, a nema informacija o stanju ulazne
procesne varijable, varijable stanja bioprocesa ili izlazne varijable. Poremecaiji/promjene koji
djeluju na bioproces kao informacije ne dolaze do upravljackog podsustava. Izlazna varijabla
upravljackog podsustava nastaje izvodenjem programa koji je upisan u upravljacki

podsustav, odatle i naziv ovoga nacina upravljanja.

Upravljacki podsustav uglavnom ¢ine jedinice kao $to su PLC (Eng. Programmable Logic
Controller), osobna ili procesna racunala. Ovo je najzastupljeniji nacin upravljanja u industriji
i kombinira se s ostalim nacinima upravljanja kako bi se umanjilo negativho djelovanje

poremecaja.
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Isto tako, Cesto se koristi i upravljanje u povratnoj sprezi €ija osnova upravljanja je mjerenje
promjena stanja bioprocesa i povratno djelovanje upravljatkog podsustava na ulazne

procesne varijable. Ovaj sustav najCeSce se koristi u biotehnologiji.

Osnovna znacajka suvremenih upravljackih podsustava je primjena raCunala za upravljanje
bioprocesa. Racunala mogu biti kaskadno ili direktno (Eng. Direct Digital Contol; DDC)

povezana s upravljackim podsustavom.

Kod kaskadnog sustava bioproces je neposredno upravljan s regulatorom u povratnoj vezi, a
posredno s racunalom. Racunalo je povezano na ulaz regulatora i predaje regulatoru ulaznu
informacijsku veli€inu. Kaskadni nacin upravljanja pruza povec¢anu sigurnost rada u

situacijama kada postoje problemi u radu racunala.

Kod direktnog sustava nema viSe klasi¢nih regulacijskih krugova, a racunalo je direktno
vezano na bioproces odnosno na mjerni i izvrdni podsustav nadzora bioprocesa.
Komunikacija izmedu digitalnog racunala i analognog procesa omogucena je primjenom
analogno-digitalnih pretvornika. Algoritam upravljanja je raCunalni program razvijen za
vodenje odredenog bioprocesa. Velika prednost DDC povezivanja je to Sto se naredbe u
raCunalnom programu jednostavno mijenjaju i usavrSavaju (K. H. Bellgardt, 2000., Velic,
2013.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada bio je istraziti moguénost upotrebe gljive bijelog truljenja T. versicolor u svrhu
razgradnje lignoceluloznog materijala u uvjetima fermentacije na Cvrstim nosacCima te na

osnovi dobivenih rezultata eksperimenta projektirati bioreaktor u poluindustrijskom mijerilu.
3.2. MATERIJALI

3.2.1. Supstrat i radni mikroorganizam

Kao supstrat su koristeni izluzeni i osuSeni repini rezanci zaostali nakon proizvodnje Secéera
nastao preradom $eéera u tvornici Sladorana d.d. Zupanja. Kao radni mikroorganizam
koriStena je gljiva bijelog truljenja T. versicolor TV6 (Slika10). Gljiva je uzgajana na
krumpirovom agaru (PDA, Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Italy) tijekom sedam dana pri

27 °C. Kao inokulum u daljnjim pokusima koriSteni su micelijski diskovi promjera 6 mm.

Slika 10 Radni mikroorganizam T.versicolor TV6 na krumpirovom agru

3.2.2. Kemikalije

U radu su koristene slijede¢e kemikalije:

e kloridna kiselina, HCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e natrijev klorid, NaCl (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e reagens orcinol (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e octena kiselina, CH3;COOH (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
¢ nitratna kiselina, HNO; (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

¢ etanol, C,Hs0H (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e vodikov peroksid, H,O, (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e sumporna kiselina, H,SO, (Kemika, Zagreb, Hrvatska).
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3.3. APARATURA

Mufolna peé

Odredivanje udjela pepela provedeno je u mufolnoj peéi Nabertherm LE 14/11/B150

(Njemacka).
Spektrofotometar

Udjeli pentozana odredeni su spektrofotometrijski na spektrofotometru SHIMADZU, tip UV-1
700 Pharma Spec. (Deutschland GmbH, Duisburg, Njemacka).

Vodena kupelj

U postupku odredivanja udjela celuloze koristena je vodena kupelj JULABOL, tipa SW 23

(Njemacka).
Autoklav

Sterilizacija staklenki, supstrata, hranjivih podloga je provodena u autoklavu (TIP 7510945,

Sutjeska, Beograd).
Susionik
Susenje uzoraka provedeno je u susioniku ST-01/02 (Instrumentaria, tvornica medicinskih

instrumenata, Zagreb).

Tresilica
U postupku odredivanja udjela pentozana koriStena je tresilica Julabo, tip SW 23
(Labortechnik GmbH, Seelbach, Njemacka).

Laboratorijski mlin

Usitnjavanje uzorka provedeno je na laboratorijskom mlinu MF10 basic (IKA Labortechnik,

Njemacka).

Konica Minolta

Za odredivanje boje uzorka koristen je uredaj Konica Minolta, tipa CR 400.
Halogeni analizator viage

Odredivanje udjela suhe tvari u uzorku provedeno je pomoc¢u halogenog analizatora viage
METTLER TOLEDO, tipa HR73.
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Uredaj za ekstrakciju

Odredivanje udjela ekstraktivnih tvari je provedeno na uredaju SOXTEC SUSTAV 1040

Extraction Unit (Foss Tecator).
3.4. METODE

3.4.1. Priprema hranjive podloge za uzgoj radnog mikroorganizma

Izvagano je 42 g krumpirovog agara (Biolife, Italija) i dodano je 1000 mL destilirane vode,
zagrijano do vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121 °C kroz 15 minuta. Podloga je ohladena
na temperaturu od 45 °C do 50 °C. Nakon hladenja podloga je dobro promijeSana te
prelivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Na podlogu je potom nacijeplien

mikroorganizam. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27 °C.

3.4.2.Uzgoj dgljive bijelog truljenja T. Versicolor u uvjetima

fermentacije na €vrstim nosac¢ima

Eksperimenti su provedeni u horizontalno-cilindricnom staklenom reaktoru volumena 2000
mL (HBR-1) i horizontalno-cilindricnom staklenom reaktoru volumena 500 ml (HBR-2). Prije
provodenja eksperimenta oba dva reaktora su sterilizirana u autoklavu kroz jedan sat.
Reaktori su punjeni u omjeru 2.2:1 (kg/kg) repinih rezanaca i vode. Supstrat u HBR-1 je
nacijepljen s Cetrdeset micelijskih diskova kulture Trametes versicolor. Tijekom eksperimenta
pracene su promjene procesnih parametara (temperatura biomase, stijenke rektora,
ambijentalna temperatura, relativna vlaznost) i kemijskog sastava biomase (udio suhe tvari,
celuloze, lignina, pentozana, mineralnih tvari) te promjena mase i boja uzorka. Za
kontroliranje i mjerenje procesnih parametara koriStene su ubodne sonde Tip-K i uredaji
Testo 635 i Testo 350. Za odredivanje boje uzorka koristen je kromametar Konica Minolta

CRA400 te za udio suhe tvari halogeni analizator vlage HR73.

Eksperiment je proveden pri ambijentalnoj temperaturi uz aeraciju vlaznim zrakom. Sadrzaj
horizontalno-cilindricnog staklenog reaktora je ru¢no mijeSan svakih 24 sata kroz 5 min.
Horizontalno-cilindri¢ni stakleni reaktor i upotrebljena oprema su prikazani na Slici 11 i Slici
12.
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d)

Slika 12 a) Horizontalno-cilindri¢ni stakleni reaktor, b) Aeracija sustava, c) Testo 635, d)

Prikaz rezultata na racunalu, e) Halogeni analizator vlage HR73.
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3.4.3. Odredivanje udjela vode termogravimetrijskom metodom

U prethodno osuSenu (105 °C kroz jedan sat), u eksikatoru ohladenu, i odvaganu aluminijsku
posudicu s poklopcem, izvagano je 2 g (+ 0.0001 mg) uzorka. Posuda s uzorkom stavljena je
u suSionik, s koso postavljenim poklopcem, koja je prethodno zagrijana na 105 °C. Nakon

susenja u trajanju od Cetiri sata uzorak je stavljen u eksikator na hladenje.

Nakon hladenja kroz jedan sat uzorak je izvagan, ponovno stavljen u susSionik kroz jedan sat,

ohladen i izvagan na analitickoj vagi. Postupak je ponavljan do konstantne mase.

Udio vode izraCunat je prema izrazu:
w="22-100 [%] (29)

gdje su:
a— masa uzorka nakon susenja [g];
b— masa uzorka prije suSenja [g];

w- udio vlage u uzorku [%].

3.4.4. Odredivanje udjela pepela

Za odredivanje udjela pepela odvagano je 2 g uzorka, te ista koli¢ina uzorka za odredivanje
suhe tvari. Odvagani uzorak rasporeden je rahlo u slojevima u prethodno ozarene i izvagane
lonci¢e za spaljivanje. Uzorak u lon¢i¢ima za spaljivanje prethodno je karboniziran na
elektricnom grijacu. Nakon karbonizacije, lon€iéi su stavljeni u pe¢ za spaljivanje Nabertherm
LE 14/11/B150 (Njemacka) zagrijanu na 570 °C. Po zavrSetku spaljivanja longici su izvadeni
iz peci, ostavljeni jednu minutu na azbestnoj mrezici te stavljeni u eksikator. Nakon hladenja

kroz jedan sat, lon¢€iéi su izvagani i izraCunat je udjel pepela prema izrazima (30) i (31):

mp

pepeo = -100[%] (30)

masu

gdje su:
m,— masa pepela [g];

mysy— masa apsolutno suhog uzorka [g].
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Mysy = (mP+U - mp) - ((mP+U - mp) : (%Hzo/loo)) [g] (31)

gdje su:
mpy — mMasa posudice i uzorka [g];
m,— masa posudice [g];

%nz0 — udio vode [%].
3.4.5. Odredivanje udjela pentozana

Udio pentozana odreden je prema metodi TAPPI T223 cm-01 (2011.). U okruglu tikvicu
stavljeno je 1 g neekstahiranog uzorka repinih rezanaca. Dodano je 20 g NaCl, 100 mL 3,85
N HCI i nekoliko kamenci¢a za vrenje. Tikvica je spojena na aparaturu za destilaciju, te je
oznacen nivo kiseline u tikvici. U lijevak za odjeljivanje dodano je 250 mL 3,85 N HCI.
Kiselina je dodavana ujednacenim protokom od oko 2,5 mL po minuti, a destilat je sakupljen
u odmjernoj tikvici od 250 mL (uronjenoj u led). Tijekom destilacije odrzavan je konstantan
volumen od 100 mL. Destilat je skupljan tijekom 90 minuta. Destilat (T = 20 °C) je
nadopunjen s 3,85 N HCI do 250 mL i dobro promijeSan. Otpipetirano je 5 mL destilata u
odmijernu tikvicu od 50 mL, dodano 25 mL orcinol reagensa, promijeSano i termostatirano pri
25 + 1 °C. Nakon 60 + 5 minuta nadopunjeno je etanolom do 50 mL, promijeSano i ponovno
termostatirano 60 + 5 minuta. Mjerena je apsorbancija pri 630 nm i na osnovu prethodno

izradene bazdarne krivulje izracunat udjel pentozana u uzorku.

pentozani = (17(:’(‘;3) [%] (32)

gdje je:

mys— masa ksilana (g).

3.4.6. Odredivanje udjela celuloze

Udjel celuloze odreden je prema Rivers i sur. (1983.). U epruvete je odvagano 0,8 g
prethodno usitnjenog ekstrahiranog uzorka. Uzorku je dodano 30 mL reagensa prema
Updergraff (1969.) (150 mL 80% CH3;COOH + 15 mL konc. HNO;) i stavljeno u vodenu
kupelj na 100 °C kroz jedan sat. Nakon jednog sata uzorak je filtriran preko filter papira na

Bichnerovom lijevku. Nakon filtracije uzorak je ispran dva puta s 95% alkoholom.
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Uzorak s filter papirom prebacen je u aluminijskim posudicama u susSionik, gdje je osusen do
konstantne mase pri 105 °C . Uzorci s filter papira prebaceni su kvantitativho u porculanske
lon&i¢e uz pomo¢ 95% etanola. Etanol je otparen na vodenoj kupelji, dok uzorak nije postao
potpuno suh. Uzorak je zatim kvantitativno prebacen u epruvete, te je dodano 30 mL 72%
H,SO,. Epruvete s uzorkom stavljene su u vodenu kupelj na 30 °C kroz jedan sat. Kada je
sav uzorak otoplien provedena je filtracija preko sinter longi¢a koji su zatim suseni u

susioniku do konstantne mase pri 105 °C.

Udjel celuloze izraCunat je prema formuli:

mc

celuloza = -100 [%]

aps

(33)
me = Mcpo — Mpo [d]
gdje su:
Mmaps— Masa apsolutno suhog uzorka (g);
mc— konacna masa uzorka (g);
mcpo— masa pocetnog uzorka (g);

mpo— masa uzorka na kraju postupka (g).

3.4.7. Odredivanje boje uzorka

Na samom pocetku potrebno je odrediti vrstu boje (crvena, plava, zelena, zuta), zasi¢enost
boje, tj. ,kroma“ koja predstavlja intenzitet boje; te reflektiranu ili apsorbiranu svjetlost. Ako
se u jednakoj mjeri reflektiraju sva valna podrucja bijele, tj. suneve svjetlosti, tada nam se
predmet Cini bijel. Ako se u potpunosti apsorbira sunceva svjetlost, to rezultira crnom bojom
predmeta (AOAC, 1995 i ASTIM D2244, 2002.).

Mijerenje boje uzoraka provedeno je pomoc¢u kromametra Konica Minolta CR 400 (Slika 13).
Ovakav tip kromametra mjeri reflektiranu svjetlost s povrsine predmeta. Predmet se postavlja

na otvor mjerne glave promjera 8 mm.

U otvoru se nalazi ksenonska lu¢na svjetiljika, koja pulsiranjem baca svjetlost okomitu na
povrSinu predmeta. Svjetlost se reflektira, a takvu svjetlost mjeri Sest jako osjetljivih
silikonskih fotocelija. Podatci se pohranjuju u zapisuje raCunalo i izrazavajuu pet razli€itih
sustava (X, Y, Z; Yxy; Lab; LCH; Hunter Lab).
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U radu je koridten Lab sustav, koji daje priblizne vrijednosti kao i ljudsko oko.

L* - vrijednosti daju ocjenu je li neSto tamno ili svijetlo. Ako je L* = 0, tada je predmet crn, a
ako je L* = 100, tada je bijel.

a* - vrijednost moze biti pozitivna ili negativna. Ako je pozitivna, tada je rezultat crvena boja;

a ako je negativna, rezultat je zelena boja.

b* - vrijednost moze, takoder biti pozitivna ili negativna. Ako je pozitivha, rezultat je Zuta boja;

a ako je negativna, rezultat je plava boja.

U ovom eksperimentalnom radu su pracene a*, b* i L* vrijednosti suhih i vlaznih uzoraka te

uzoraka koji su izuzimani iz bioreaktora tijekom procesa fermentacije .

Ukupna promjena boje (AE) je izraCunata po formuli (34):

AE = \/[(AL*)? + (4a*)? + (4b*)?] (34)

te kao promjena boje (C*,) (35):

ap = [(4a")? + (4b*)?] (35)

Slika 13 Kromametar Konica Minolta CR 400
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41. RAZGRADNJA REPINIH REZANACA POMOCU GLJIVE
BIJELOG TRULJENJA T. versicolor U HORIZONTALNO-
CILINDRICNOM STAKLENOM REAKTORU | PRI UVJETIMA
FERMENTACIJE NA CVRSTIM NOSACIMA

Gljiva bijelog truljenja, Trametes versicolor TV6, uzgajana je na lignoceluloznom materijalu,
repinim rezancima zaostalim nakon proizvodnje Secera. Kemijski sastav repinih rezanaca
odreden je prije i nakon fermentacije s gljivom bijelog truljenja T. versicolor. Gubitak na masi
lignoceluloznog materijala, udjeli pepela i pentozana odredeni su u neekstrahiranim
uzorcima. U krutom ostatku zaostalom nakon ekstrakcije ekstraktivnih tvari (ekstrahirani
uzorak) odredeni su udjeli celuloze. Eksperiment je proveden u horizontalno-cilindriéno
staklenom reaktoru (Slika 14) te su analizirani utjecaji nacina mijeSanja i aeracije vlaznim

zrakom na rast biomase.

SLIKA 14 Repini rezanci nacijepljeni s T. versicolor u horizontalno-cilindricnom staklenom

reaktoru
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4. Rezultati i rasprava

4.1.1. Praéenje procesnih parametara tijekom eksperimenta u HBR

Tablica 3 Mjerenja procesnih parametara tijekom eksperimenta

t T1, (tzr) TPICOavg Tamb. TG
[dani] | RH [%] [°C] [°C] [°C]1 | T«[°C] | Ts[°C] | my[g] | [°C]
0 92,8 25,2 25,60 25,3 24,98 23,6 500,55 26,3
1 93,7 22,15 22,63 24,35 23,5 22,05 | 498,19 | 24,2
2 96,0 20,17 21,12 23,83 22,62 22,55 | 495,80 | 23,9
3 94,2 21,20 21,78 24,95 24,20 22,55 | 488,85 | 25,2
4 94,3 21,00 21,65 24,95 24,30 21,80 | 485,24 | 25,5
5 94,9 21,30 20,43 23,30 23,10 21,00 | 480,95 24
6 95,2 21,20 21,48 23,20 23,00 21,60 | 478,11 | 23,7
7 95,6 19,78 22,88 23,10 24,23 21,90 | 476,34 | 23,5
8 95,0 22,43 26,25 23,67 25,33 23,80 | 473,15 | 24,8
9 93,2 18,50 27,35 23,80 25,85 23,50 | 471,34 | 25,1
10 95,3 18,30 26,33 23,33 25,20 24,50 | 466,94 | 25,3
11 94,1 21,60 26,40 23,50 24,80 24,05 | 464,07 | 25,75
12 94,6 19,23 26,11 23,15 24,23 23,40 | 462,50 | 25,57
13 94,2 19,25 24,96 23,05 23,20 22,65 | 461,38 | 24,6
14 93,6 21,80 25,23 23,50 24,00 22,53 | 459,30 | 24,8
15 95,2 18,13 24,94 23,83 24,23 23,27 | 455,38 | 25,03
16 95,6 19,1 24,9 23,7 24,3 23,8 449,53 | 26,30
17 96,3 18,35 23,59 23,7 23,65 23,05 | 444,61 | 25,10
18 95,8 19,17 24,40 24,5 24,3 24,03 | 439,17 | 25,30
19 94,8 19,57 23,49 24,25 23,95 22,95 | 433,34 | 24,60
20 94,5 19,97 23,49 23,5 23,35 22,60 | 431,84 | 23,95
21 95,7 20,00 23,30 24,4 23,73 22,65 | 425,45 | 24,53
22 95,8 19,83 24,06 25,3 25,03 23,50 | 421,20 | 25,40
23 95,9 19,55 23,78 24,95 24,50 23,40 | 417,29 | 25,15
24 96,7 17,20 23,10 24,25 23,95 24,35 | 412,45 | 24,35
25 96,5 17,67 24,18 24,95 24,45 23,17 | 408,99 | 24,70
26 95,9 18,05 23,05 24,1 24,00 22,90 | 406,20 | 24,00
27 95,3 18,98 22,99 24,13 23,93 22,93 | 402,35 | 24,47
28 98,7 14,92 22,78 23,50 23,25 22,15 | 400,10 | 23,45
29 98,5 14,30 23,17 23,98 23,70 22,30 | 396,87 | 24,07
30 97,1 16,94 22,73 24,40 23,85 22,35 | 393,77 | 23,95
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Slika 15 Promjena mase uzorka tijekom fermentacije

Slika 15 prikazuje kontinuiranu promjenu mase uzorka tijekom fermentacije od 30 dana. Na
poCetku eksperimenta, u omjeru 2.2:1 (kg/kg), u horizontalno-cilindri¢ni stakleni reaktor
(HBR-1) je dodano 250 g repinih rezanaca i 550 mL vode. U maniji horizontalnu-cilindri¢ni
stakleni reaktor (HBR-2), u kojem je pracen gubitak mase, dodano je 50 g repinih rezanaca i
110 mL vode. Masa je tijekom eksperimenta sa pocetnih 500,55 g smanjena na 393,77 g.

Postignut je gubitak na masi lignoceluloznog supstarta od 21,33 %.
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Slika 16 Promjena temperature tijekom fermentacije (T — temperatura stjenke HBR-1, Tamp
— ambijentalna temperatura, Tspico — temperatura stjenke HBR-2, Tpicosr, — Srednja vrijednost

temperature unutar biomase )
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Temperature su pracene pomocu ubodnih sondi Tip-K, koje su bile povezane s raCunalom.
Slika 16 prikazuje promjenu temperatura (Ts, Tamb, Tspico | Tricosr) tijekom eksperimenta.
Ambijentalna temperatura je u intervalu od 23 °C do 25,3 °C. Temperature stjenke HBR-1 i
HBR-2 imaju razliku temperature od 1 do 2 °C. Temperatura unutar biomase se kretala u
intervalu od 20,5 °C do 27,5 °C. Najvec¢a temperatura u biomasi postignuta nakon 9 dana,
nakon €ega je pocela postepeno opadati. Relativna vlaznost u HBR-u nije bila manja od 92
% i odrzavana je od 92,8 % do 98,7 % (Slika 17).
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Slika 17 Promjena relativne vlaznosti u HBR-u tijekom fermentacije
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4.1.2. Odredivanje udjela pepela, celuloze i pentozana u

lignoceluloznom materijalu (suspstratu) tijekom eksperimenta

Pepeo je anorganski ostatak koji zaostaje nakon uklanjanja organske tvari i vode i
predstavlja ukupni udjel mineralnih tvari u uzorku. U uzorcima Kkoji su izuzimani tijekom
fermentacije u ovom istrazivanju primijeéen je kontinuirani porast udjela pepela s

produljenjem vremena fermentacije. Nakon 30 dana fermentacije porast u odnosu na pocetni
uzorak iznosio je 175,5 %.

Tijekom istrazivanja doslo je do smanjenja udjela pentozana u uzorcima fermentiranih repinih
rezanaca, u odnosu na pocetni uzorak. Postignuta konverzija pentozana nakon 30 dana
fermentacije ukazuje na sposobnost T. versicolor da razgradi hemicelulozu. T. versicolor

pentozane koristi kao izvor ugljika za rast i razmnozavanje.

Takoder T. versicolor pokazuje celulitiCcku aktivnost jer je tijekom istrazivanja doslo do

smanjenja udjela celuloze. DoSlo je do razgradnje celuloze na glukozu koja je koristena za

rast i razmnozavanje radnog mikroorganizma.

Udio pepela/%

15. 20

30.

Vrijeme fermentacije/dan(i)

Slika 18 Promjena udjela pepela u uzorku tijekom fermentacije

Slika 18 prikazuje porast udjela pepela/mineralnih tvari u uzorku tijekom fermentacije. Udio
pepela se povecao sa pocetnih 3,79 % na 10,44 % u zavrSnom uzorku.

Izgled supstrata i rast gljive bijelog truljenja je prikazan na Slici 19.
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N

Slika 19 Prikaz supstrata tijekom fermentacije i rast gljive bijelog truljenja

Udio pentozana/%

R.R. po¢. uz.

R.R. 15 dan

HBR-1
HBR-2

Slika 20 Promjena masenog udjela pentozana tijekom fermentacije

45






